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La ruta metabdlica que conduce a la sintesis del colesterol a
partir de acetil-CoA constituye una de las secuencias mas complejas y a la
vez mas intensamente estudiadas durante los Gltimos afios. L.a importancia
del colesterol como constituyente estructural de las membranas celulares
y como precursor de otros compuestos dotados de diferentes funciones bio-
I6gicas ha hecho de este tema uno de los mas estudiados en su regulacion a
nivel enzimatico. Dos grandes etapas suelen distinguirse en el proceso de
biosintesis del colesterol. La primera comprende la transformacion del
acetil-CoA en acido mevalénico, mientras que la segunda consiste en la trans-
formacibn del acido mevaldnico en colesterol, via isopentenil pirofosfato y
escualeno. Es a nivel de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa, enzima
que cataliza el Ultimo paso de la primera etapa, sobre la que se centra final-
mente la regulacidén de todo el proceso biosintético, si bien en los Gitimos
aflos parece haberse localizado un segundo punto de control importante en-

tre el 4cido mevaldnico y el isopentenilpirofosfato.

Todos los trabajos realizados en mamiferos tienden,en efecto,
a considerar a la HMG-CoA reductasa como la enzima mas regulada de toda
la secuencia y la limitante en Gltimo extremo de la sintesis del colesterol.
Su modulacién por el propio colesterol y por diversos factores fisiolégicos
asi como por agentes quimicos de accidn hipolesterolémica ha sido estudia~
da con cierto detalle en mamfferos. Asfmismo, se acepta en la actualidad
gue la enzima esta regulada covalentemente por un proceso de fosforilacidon
defosforilacidén catalizado a su vez enzimiticamente, el cual permite la inter-
conversion reversible de las formas activa (defosforilada) e inactiva (fosfori-
lasa) de la reductasa, contribuyendo de esta forma a la regulacidon de su ac-

tividad sin que se vea afectada su velocidad de sfntesis .
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Lo anter*ior‘menté expuesto ha sido constatado en mamfferos
en estado adulto, siendo muy poco lo que se conoce a este respecto en otras
especies animales y en condiciones de desarrollo diferentes. La mayoria
de los animales y el propio hombre son capaces de sintetizar gran parte del
colesterol que necesitan. El higado y el intestino parecen ser los lugares
primarios en que tiene lugar la sintesis del colesterol en el aduito. Sin
embargo, es en los comienzos de la vida de un hombre,cuando el colesterol.
parece desarrollar uno de sus principales papeles. En efecto, el coleste-
rol es el componente lipfdico mayoritario de la mielina habiéndose conside-
rado que, en conjunto, contituye alrededor del 20 % de todos los lipidos del
cerebro. De aqui que su importancia en el proceso de mielinizacién esté
univ ersalmente reconocida. Dada la complejidad de la mielina, es I6gico
que los mecanismos que a ella conducen sean igualmente complejos y requie-

ran la actuacidon conjunta de miltiples resortes biosfntdticos.

Aunque en términos generales se han observado caracterfs-
ticas comunes en el metabolismo de mamiferos y aves, el desarrollo de la
mielina presenta algunas particularidades diferenciales en estos animales.
Asi, las aves comienzan su mielinizacién durante el desarrolio embrionario
y lo continlan en el periodo inmediatamente posterior a la eclosién, mien-
tras que las especies de mamiferos nacen muy poco mielinizados, prolongan-
dose este proceso en algunos casos, como en el hombre, durante varios afios.
Esto hace que el estudio' del metabolismo del pollo durante esta etapa pueda

aportar luz a los problemas presentados en otros animales, y entre ellos el

hombre, en su periodo perinatal.

En cuanto al metabolismo del colesterol, los datos existen-

tes en las distintas especies animales son aln muy confusos y, en algunos
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casos, contradictorios. Mientras que existen trabajos que indican que en ma-
miferos el colesterol es transferido al feto durante la gestacidén, no se sabe
con seguridad si el colesterol del pollo recién nacido ha sido transferido
desde la yema del huevo o ha sido sintetizado en los tejidos u érganos del

propio animal.

Por todo lo anteriormente expuesto nos par‘ecio' de interes
abordar el estudio de la regulacién de la biosintesis del colesterol en pollo
durante el periodo postnatal, incluyendo en el mismo los dias inmediatos a
la eclosibn en que se supone esta finalizando la mielinizacién a la vez que
involuciona répidamente el saco vitelino (hasta 5-6 dias aproximadamente)

y los dias de la vida del pollo a partir de los cuales desarrolla el animal sus

propios mecanismos biosintéticos (6-15 dias aproximadamente).

Trabajos previos llevados a cabo en nuestro Departamento
hablan puesto de manifiesto la variacion de los niveles de colesterol total,
libre vy esterificado en distintos drganos de pollo a lo largo de los primeros
dias de \)ida, siendo de destacar la inversibn que la proporcidon de coleste-
rol libre / esterificado sufre en el higado hacia la primera semana de vida,
lo cual junto con otros datos, habfa permitido sugerir que la biosintesis del
colesterol se incrementa en este 6rgano durante los dia 5-8 mientras que en
cerebro y otros drganos las variaciones son mucho menos acusadas. Asimis-
mo, las variaciones exhibidas por las actividades enziméaticas implicadas en
la fosforilacién del 4cido mevalbénico, fundamentalmente por la mevalonato
cinasa, de los mismos drganos de pollo durante el periodo de desarrollo

mencionado confirmaban la hipotesis anterior.

Dada la importancia de la HMG-CoA reductasa como enzima
clave en la regulacidén de la biosintesis del colesterol, en el presente tra-

bajo se ha procedido al estudio de las variaciones de su actividad a lo largo
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del desarrollo postnatal, habiéndose observado un comportamiento seme-
jante al de otras enzimas de esta ruta biosintética, aunque mucho méds acu-
sado, lo cual viene a corroborar el papel fundamental desempefiado por la
reductasa. Paralelamente a las variaciones de la actividad enzimatica se
ha estudiado la incorporacién de acetato a lipidos insaponificables, como
exponente de la biosintesis de colesterol a partir de este sustrato. Las
variaciones observadas a lo largo de la edad estan completamente de acuer-
do con los cambios exhibidos por la enzima, lo cual corrobora una vez mas

su importancia en el proceso en estudio.

En cuanto a los sitemas de regulacidon de la actividad HMG-
CoA reductasa y, por lo tanto, de la sintesis de colesterol, se ha estudia-
do el efecto de la suplementacidén del propio colesterol a la dieta de los ani-
males desde el comienzo de su vida. Los resultados obtenidos en este aspec-
to son muy interesantes por cuanto que se ha demostrado que el colesterol,
como producto final de la secuencia biosintética, inhibe completamente la
actividad r‘edgctasa en hfgado, anulando asimismo las variaciones exhibidas
en este 6rgano a lo largo de la edad. L os resultados en asa duodenal son muy
parecidos, si bien en este caso los niveles normales de actividad eran muy
inferiores a los del hfgado. Sin embargo, la actividad reductasa de cerebro
no se modifica sensiblemente por efecto de la suplementaciébn de colesterol,
poniéndose de manifiesto de esta forma la existencia de un mecanismo dife-
rente para la regulacién de la biosintesis del colesterol a lo largo de la

edad en estos dérganos.

Conocida la localizaciédn microsomal de la HMG-CoA reduc-
tasa, hemos considerado de sumo interés establecer Ia’p'osible relacibn en-
tre los cambios en la actividad enzimatica y la composicibén lipfdica de las
membranas microsomales. Aunque tanto el contenido en colesterol como en fos-

¢ . . ' . . . i
folipidos de los microsomas presente ligeras variaciones con la edad, la
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relacién colesterol / fésforo lipidico se mantiene practicamente constante
en los brganos estudiados -hfgado, cerebro y asa duodenal- durante las
dos primeras semanas de vida. Sin embargo, la suplementacidon de coles-
terol a la dieta origina un fuerte incremento en la relacion colesterol/fds—
foro lipidico de los microsomas hepéticos, mientras que en cerebro dicha
relacién no se ve modificada y en asa duodenal sufre también un incremento

aunque menos pronunciado que en el higado.

Asumiendo la relacion molar colestér‘ol / fosfolfpidos como

un {ndice de la viscosidad de las membranas, puede postularse un efecto de

la suplementacidn del colesterol sobre la fluidez de la membrana, explicdn-
dose de esta forma su efecto sobre la HMG-CoA reductasa de higado y no
sobre la enzima de cerebro, Nos encontramos, pues, ante un mecanismo de
regulacién de la actividad reductasa por modificaciéon quimica de lamembrana
a la que se encuentra asoéiada, mecanismo propuesto para otras enzimas
microsomales y que puede ser fundamental para la regulacidn, en su conjunto,
de la biosintesis del colesterol, al menos durante los primeros estadios del

desarrollo.
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1. A.- "TURNOVER!" DEL COLESTEROL

El colesterol es un compuesto de importancia vital como
constituyente estructural de todas las membranas celular‘es e intracelu-
lares, actuando ademds como precursor de las hormonas esteroides y
de los Acidos biliares. Parece ser que se requiere una determinada con-
centracidon fisiolégicade colesterol para el funcionamiento apropiado de

la membrana plasmaéatica.

Por otra parte, el reconocimiento del colesterol como un
. ’ . o o P
importante factor en la patogenesis de algunas condiciones clinicas tales
como la arteriosclerosis y la colelitiasis ha promovido un gran interés
hacia el estudio de su formacibén, transporte y degradacidn en el hombre.
Los pasos fundamentales del metabolismo del colesterol pueden resumir-

se en el esquema siguiente:

Esteres del
colesterol

A Lipoproteinas plasmaticas
ACATl
Colesterol

——— » [COLESTEROL]{—MVA {— HMG-CoA {— Acetil-Co,
reductasa

o

dieta

7-0.-hidroxilasa
7- a-hidroxicolesterol |

I
Acidos biliares I
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1. A. 1.- Absorcibn

El colesterol procedente de la dieta, el excretado y el se-
cretado puede tener coeficiente de absorcidén diferente. En efecto, en ra-
tas (1) y en pollos (2) se ha encontrado que se absorbe una fraccibén mayor
del colesterol de origen endbgeno. En pollos, mientras que el porcentaje
de absorcidn en el intestino delgado del colesterol endbgeno fue casi cons-
tante (92-97 %) con diversas dietas, el del colesterol total se redujo - a
costa de la absorcidn del colesterol exbgeno- cuando se afiadid a la dieta
colesterol o fitosteroles (2). El colesterol biliar es absorbido esencial-
mente en el yeyuno, mientras que la absorcidon del colesterol de la dieta
tiene lugar a todo lo largo del intestino delgado, pero sobre todo en su se-

gundo y tercer cuartos (3).

Se piensa que la mayor absorcién del colesterol endbgeno
se debe a que es secretado sobre todo a través de la bilis, en la que ya
se encuentra en estado micelar, mientras que el colesterol exbgeno debe
ingresar en las micelas formadas por acidos biliares y productos de la

hidrblisis. de los Ifpidos de la dieta antes de ser absorbido.

LLos mecanismos de la entrada del colesterol desde las mi-

celas a la mucosa intestinal y del transporte a través de las células de

la mucosa no se conocen completamente. L a migracién del colesterol a tra-
vés de las células parece asociada con la de los acidos grasos de cadena
larga. La sintesis de triglicéridos y la formaciéon de quilomicrones ocurre
probablemente en el retfculo endoplasméatico localizado sobre el nlcleo

(4, 5). Dentro de la célula intestinal, el colesterol se jntercambia entre
los quilomicrones y estructuras subcelulares (6). Parte del colesterol

de los quilomicrones es esterificado antes de que estos sean secretados
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a través de la membrana basal (4, 7).

No se conocen bien los mecanismos que regulan la absorcibén
del colesterol, que se ve afectada por muchos factores. Se ha descrito re-
petidamente que la magnitud el "pooi!" de acidosbiliares tiene un gran efec-
to positivo sobre la tasa de absorcion de colesterol, atribuido a su papel
en la solubilizacién micelar del colesterol en el lumen y en su transferen-
cia a la linfa intestinal (8,9). Sin embargo, el hecho de que la adicion de
taurocolato (4%) a la dieta disminuya el coeficiente de absorcibdn del coles-
terol, junto con otras observaciones, indica que el mecanisrﬁo de actuacidn
de los acidos biliares no debe ser tan simple (10). En el mismo sentido, la
presencia de |Ifpidos no digeribles ~como fitosteroles- en la dieta parece
deber su efecto hipocolesterolémico a que interfiere la solubilizacidén mi-

celar del colesterol (11).

En el hombre se ha encontrado una relacién directa entre
la ingesta de colesterol y su absorcién (12), pero no entre el colesterol
ingerido' y los niveles de colesterol plasméatico, aunque se acepta que los
afecta (13, 14). En ratas, el porcentaje de absorcibdn disminuye con can-
tidades crecientes de colesterol en dieta (15, 16) y aumenta con altos

niveles de grasa en dieta (17).

1.A. 2. - Eliminacidn

El colesterol eliminado en las heces es la suma de coleste-
rol no absorbido de la dieta, del colesterol excretado y del colesterol se-
cretado externamente (18). Los esteroles pueden‘ sufrir modificaciones y
a veces degradacion -en hombr‘e,' pero no en rata- por la flora intestinal

(19).
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En el hombre, la eliminacidn urinaria de colesterol y com-
puestos relacionados ~como las hormonas esteroides- es insignificante
en comparacién con la pérdida fecal (20). La excrecidn a través de la

piel también es pequefia (21).

La disminucién del colesterol sérico y el aumento de coles-
terogénesis y de sintesis de 4cidos biliares observado por algunos auto-
res al sustituir las grasas poliinsaturadas por saturadas en la dieta, pa-
rece deberse a la reduccidn de la circulacién enterohepéatica de acidos
biliares y / o de colesterol a través de un aumento de su excrecidon fecal

(22, 23).

1.A.3.- Transformacidn a acidos biliares

La transformacidn hepatica del colesterol a Acidos biliares
es un proceso importante de su recambio, que en la rata parece ser un
proceso adaptativo para el mantenimiento de un equilibrio dindmico del
colesterol {10). Esta regulada por la cantidad de 4cidos biliares que
vuelven al higado por la circulacibén enterohepéatica, al nivel de la 7 a ~hidro-
xilacién del colesterol (24), para cuyo curso normal se requiere ascorbato
(25). En algunas especies el colesterol ingerido en dieta estimula la formacién
de acidos biliares y la excrecibdn fecal de ambos (26) . En pollas, la forma-
cidbn de acidos biliares se increménta al afiadir colesterol o colesterina-
a la dieta, y disminuye al afadir taurocolato (27). En cambio, en el hom-
bre, la elimihacién fecal de 4cidos biliares es similar a la excrecion fe-
cal de colesterol en forma de esteroides neutros, pero en la rata ésta es

menor (8, 29, 30).
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1. A. 4.~ Transporte

En animales adultos el colesterol, insoluble en agua, se
transporta en el plasma formando parte de lipoprotefnas. Una vez absor-
bido, es incorporado a quilomicrones y VLDL - que a través de la linfa se
vierten a al sangre llevando la grasa exbgena desde el intestino al resto
de los tejidos. En estos los triglicéridos de las lipoprotefnas son hidro-
lizados por la lipoprotefn-lipasa. El colesterol que finalmente va al hifga-

do, es usado en la formacién de lipoprotefnas plasméticas y Acidos biliares.

El higado sintetiza la mayor parte de las VL.DL (31), que
transportan triglicéridos a otros tejidos (especialmente el adiposo y el
muscular), donde su degradacibén origina las IDL, que entregan ia mayor
parte de su colesterol al hfgado (32, 33) y son degradadas a LDL (33, 34).
Las LDL son el pr?incipal vehfculo de! colesterol en el plasma del hombre
adulto, aunque en recién nacidos y en otros animales son las HDL las que

Ilevan un porcentaje mayor del colesterol de la sangre (35, 36).

Las HDL, que se sintetizan en hfgado e intestino (33, 34)
proporcionan colesterol esterificado a VLDL y LLDL por medio de la reac-
cidn de la lecitin-colesterol-aciltransferasa (LCAT), que parece actuar
fundamentalmente en plasma. El colesterol libre de las HDL es utilizado con
preferencia al de las LDL como fuente de colesterol biliar (37) y de acidos
biliares (38) en el hfgado, lo que, junto al papel asignado a las HDL. en la
salida del colesterol de las células, sugiere para las HDL. un papel de lanza-
dera de colesterol desde los tejidos periféricos hacia el hfgado, para su eli-
minacién. Se ha sugerido que la esterificacidon del colesterol catalizada por
la LCAT puede facilitar este proceso, pero en cultivos de fibroblastos y de

¢élulas musculares lisas la actividad LCAT no era indispensable para la



liberacidon de colesterol de las células (39). El colesterol libre es inter-
cambiado rapidamente entre las diferentes clases de lipoprotefnas, y mas

lentamente con las membranas superficiales de la mayorfa de los tejidos.

Aparte de la LCAT, en la esterificacién del colesterol estan
implicadas la colesterol esterasa, que actGla fundamentalmente (en el sen-
tido de la hidrblisis) en el tubo digestivo y cerebro y no requiere ATP ni
CoA, y la acil-CoA: colesterol acil transferasa (ACAT) que sl los requie-
re y se encuentra sobre todo en el retfculo endoplasmético del higado y la
glandula adrenal. La regulacién de este proceso y el papel fisioldgico de
la LCAT e incluso de los ésteres de colesterol no estin resueltos. Se ha
sugerido que los ésteres de colesterol (que predominan en las LDL y HDL)
pueden ser una forma de transporte para el colesterol o para los Acidos
grasos esenciales, también pueden ser una forma pf‘ovisional de almacena-
miento, pues se presume que el colesterol libre puede difundir facilmente

de las células al fluido intercelular,

. En cuanto al mecanismo de penetracidon del colesterol en los
tejidos, una posibilidad es que las particulas de lipoproteinas puedan en-
trar en las células por pinocitosis, como lo sugieren estudios bioquimicos
(40, 41) y autorradiograficos con microscopio dptico o electrbdnico. (42).
Parece que la transferencia de colestero! libre desde el plasma, que se de-

mostrd en los glébulos rojos (43, 44), ocurre en todos los tejidos.

Muy recientemente (45) se ha descrito un sistema de endocito-
sis especifica para la "ingestién! del colesterol sangufneo por parte de las
distintas células del organismo. Cuando las células se hacen deficitarias
en colesterol sintetizan una glucoproteina particular que se inserta en la
membrana plasmatica comportandose como un receptor de las LLDL.. Al unir-

se las LDL a sus receptores, se produce una difusién a través de la mem-
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brana, concentrandose y formando invaginaciones que posteriormente ori-

. I'd .
ginan vesiculas cerradas muy ricas en colesterol.

Se ha observado una relacidn reciproca entre ésteres de
colesterol y sintesis de colesterol en cultivos de fibroblastos, de linfoci-
tos y de células musculares lisas (46, 47, 48) y en la glandula adrenal (49).
En fibroblastos humanos los ésteres de colesterol se forman cuando hay
exceso de colesterol y se hidrolizan cuando el suministro de colesterol es
limitado, mientras que el contenido de colesterol libre permanece constan-

te (36, 50).
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1. B.- SINTESIS DEL COLESTEROL .
LOCALIZACION TISULAR

Usando técnicas "in vitro!" todos los 6rganos probados han
mostrado capacidad para sintetizar colesterol. Sin embargo, el higado es
’ - . 4 . H
el é6rgano mas importante para la biosintesis de colesterol en animales
adultos (51). En experimentos "in vitro!", el hfgado exhibibé la mayor tasa
de sintesis de esteroles a partir de diversos precursores, sintesis que se
afectaba notablemente por el tipo de dieta y era inhibida por el ayuno o la

ingesta de colesterol (52).

Las experiencias en que se deprime la reabsorcién de acidos
biliares por ingestidbn de colestiramina o por fistula o ligadura biliar (53)
indican que el hfgado debe ser el sitio de biosintesis activa en las situacio-
nes fisiolbgicas en que se produce una reduccidén parcial o total de la can-
tidad de 4cidos biliares reabsorbidos, 1o que sugiere que éstos (tal vez
solo algunos) actian como permanentes inhibidores fisiolégicos de la sin-

tesis hepatica de colesterol.

Por otra parte, se ha estimado que la cantidad de colesterol
que, sintetizada por el tracto digestivo y secretada al lumen es reabsorvida,
es casi 1 / 3 de la secrecidn interna total en la rata (1). Mas recientemen-
te se ha demostrado indirecta (54-55) y directamente (56) que el tracto di-
gestivo-especialmente el intestino~ es responsable de al menos el 56 % de

la biosintesis de colesterol en ratas machos adultas.

La colesterogénesis en el intestino delgado parece controla-

da por la concentracidn luminal de acidos biliares (como inhibidores) (57),
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mientras que sobre el efecto inhibidor del colesterol intestinal hay con-
troversia (57, 58, 59); Se ha sugerido due la colesterogénesis intestinal
en rata puede estar relacionada inversamente con el coeficiente de absor-
cién (54), que depende de factores como la concentracidén de acidos bilia-

res y colesterol en el lumen.

En un trabajo realizado recientemente se apunta que, la coles-
terogénesis intestinal parece estar controlada por una complicada red de in-

gredientes de la dieta (60).

I'd . 7’
La sintesis del colesterol y su esteres en el cerebro parece
tener una particular importancia durante el desarroilo, por su relacibn

en el proceso de mielinizacion,

Aungue el colesterol estad ampliamente distribuido en varios
tejidos delorganismo, este se encuentra en una concentracidn muy alta den-
tro del sistema nervioso central y periférico. La relacidon de colesterol por‘v
peso de tejido seco en cerebro es de alrededor del 10 %, mientras que en
otros §rganos esde 1 %. La cantidad encontrada no varia facilmente con

el "estado' nutricional del animal aduito (61).

Se sabe que el componente mayoritariode la fraccidn lipidica
de la mielina es el colesterol (62, 63). EI interés que tiene la colestero-
génesis en el sistema nervioso surge de su requerimiento para la forma-
cibn de la vaina de mielina. Solo el colesterol libre esta presente en el
cerebro maduro, pero el colesterol esterificado se ha encontrado duran-
te los primeros estados del desarrollo (64). Este hecho junto con demos~
traciones histoldgicas de la presencia de ésteres de colesterol en el desa-

rrolio de la mielina en cerebro ha hecho ver que el colesterol esterificado
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es un precursosr del coiesterol libre en la mielina. Dado que virtualmen-
te todo el colesterol de cerebro se origina "in situ'" esto implica que el
colesterol esterificado es sintetizado en cerebro y luego hidrolizado en

el curso de la deposicidn del colesterol libre en mielina (65).

Antes de la mielinizacidn el cerebro contiene relativamente
poco colesterol, siendo su composicién similar a la de otros tejidos del
cuerpo. No obstante durante este periodo la mielina se estd acumulando,
pudiéndose apreciar pequefias gotitas de Ifpidos entre el tejido nervioso.
Este fendmeno ocurre en el embridn de polio hacia el dia 16 de incubacibén
(64). Por otra parte se ha demostrado que el desmosterol representa un
2 % del contenido en esteroles de todo el embridén. De igual manera se sabe
que el desmosterol es rapidamente convertido en colesterol en cerebro de
pollo, donde es probable que sea un importante precursor del colesterol.
No obstante, aunque el colesterol esterificado se ha encontrado en gran
cantidad en cerebro de embridn de pollo solo un 6 % de este aparece a los
30 dias de la eclosidn del huevo (64). Esto hace suponer que el colesterol
esterificado puede jugar un papel importante en el desarrollo del sistema

nervioso central.

Enmamf(lferos,los ésteres de colesterol asfl como el desmoste-
rol, se encuentran en concentracidn relativamente elevada en el cerebro
antes y al comienzo de la mielinizacidén y son casi indetectables cuando la
mielinizacién es completa. El descenso de la concentracidon de desmosterol
se debe tambiéh a un brusco aumento de actividad demosterol reductasa al
comienzo de la mielinizacidn (66). Una particular asociacidn de los ésteres
de colesterol con la gifa la sugiere la relativa abundancia de aquellos en
tumores de glfa, asi como el hecho de que el periodo de proliferacion glial

en el desarrollo cerebral ocurre antes y al comienzo de la mielinizacibn.
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Estos datos condujeron a Volpe y col. (67) a la hipotesis de
que en las células gliales antes de la mielinizacién, hay una concentra-
cibn relativamente alta de desmosterol que estimula la sintesis de ésteres
de colesterol y conduce a la acumulacién de éstos. Al comienzo de la mieli-
nizacién activa, cuandd la demanda de colesterol glial se hace grande, aumen-
ta la conversidn de desmosterol a colesterol gracias al aumento en activi- -
dad desmosterol reductasa. Asf se retirarfa un potente inductor de la este-
rificacién del colesterol y un inhibidor de la sintesis de colesterol (el co-
lesterol es un inhibidor mucho menos efectivo de la HMG-CoA reductasa de
las células gliales que el desmosterol (68). El resuitado es un aumento en
colesterol disponible para la mielinizacidén y un descenso en éster de coles-
terol glial. Es posible que juegue algln papel un aumento en la hidrdlisis
de ésteres de colesterol en las células gliales, ya que en cerebro entero
hay un aumento brusco de actividad colesterol éster hidrolasa al comienzo

de la mielinizacidn activa (69).

Las variaciones a lo largo del desarrolio en la mégnitud de
los procesos de "entrada" y "salida" (incluyendo sintesis y transformacibn)
en un drgano se reflejan en cambios de su contenido en colesterol. En ge-
neral, los niveles de colesterol en sueroy tejidos aumentan con ia edad en
seres humanos (70) y en mamiferos (71), a la vez que se producen cambios
en el metabolismo del colesterol, disminuyendo la actividad de todos los
procesos que afectan a su recambio. En humanos aumenta la concentracibén
de B-lipoprotefnas (LDL) con la edad, y disminuye la de a -lipoprotefnas

(HDL) (72).

El nivel de colesterol esterificado aumenta en algunos tejidos
con la edad en mayor grado que el libre, lo que se ha explicado suponiendo

un descenso de actividad colesterol ester hidrolasa, ya que la salida de
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colesterol esterificado de una célula depende de la hidrblisis previa del
éster (73). Los niveles de colesterol libre y total en el hfgado de ratas

lactantes no son diferentes de los niveles del aduito.

La susceptibilidad a la deposiciébn de colesterol varfa amplia-
mente entre los 6drganos. Niveles altos de colesterol sérico pueden ori-
ginar un acGmulo excesivo de colesterol en algunos tejidos, al menos en
algunas especies de animales. El "stress'' produce un aumento en el nivel
de colesterol de aorta, hfgado y suero de rata; en el rifién hay un aumento
transitorio (74). No siempre hay una relacién entre los cambios en los

"pools!" de colesterol de los tejidos y del plasma.
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1. C.- ASPECTOS PARTICULARES DEL
METABOL.ISMO DEL COLESTEROL
EN AVES

En t érminos generales, se han establecido caracterfsticas
comunes y diferenciales en el metabolismo en mamfiferos y aves. Cualitati2
vamente, la mayorfa de las vias metabdlicas son similares, pero hay impor-
tantes diferencias cuantitativas en las actividades relativas de alguna de

esas Vias y de enzimas individualmente consideradas.

Hay algunos trabajos que indican que el colesterol de log ma-
miferos en gestacién es transferido al feto (75). En aves, parece ser que
la mayor parte del colesterol de la yema del huevo procede de la sangre de
la gallina ponedora (76). Sin embargo no se sabe con seguridad si el coles- *
terol de los tejidos de pollo recién nacido ha sido transferido desde la ye- .
ma de huevo o ha sido sintetizado en los tejidos del polluelo o en las mem-

branas e_mbr~ionar~ias.

En estudios sobre los niveles de colesterol libre y esterifi-
cado en el huevo completo, Tsuji y co. (77) concluyendo que no existia sfn-
tesis de colesterol en el embribén, sino que el colesterol de la yema se es-
terificaba y era transportado al embriéon. Sin embargo Goodrige (78) en-
contrd una pequefia sintesis de colesterol a partir de acetato en higado de
embrién de pollo. Otros investigadores sostienen asf mismo que en el em-
bridn debe ocurrir, al menos en parte, la biosintesis del colesterol (79-
81). En 1969. Connor y col (82) llegaron a la conclusidon de que en pollitos 3
recién nacidos procedentes de huevos de gallinas inyectadas con coleste-

r'o|-4-14C la radiactividad especffica del colesterol en intestino, higado,

suero, corazbdn y misculo esquelético es de 95-98 % del de la yema, siendo
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la del cerebro sblo del 11 %. Estos resultados indican que la mayor parte
del colesterol del pollo se origina a partir del saco vitelino, mientras que
la biosintesis del colesterol era activa en el cerebro y proporcionaba alre-

dedor del 90 % del contenido de su propio colesterol.

La eclosidén es anialoga al destete de los mamiferos en el sen-
tido de que ambos representan el paso final hacia la vida independiente y
el cambio de una dieta rica en grasas - y en protefnas, en el caso de la
leche materna de la rata- a otra con mucho menor contenido en grasas y
mayor contenido glucfdico. La actividad lipogénica aumenta rapidamente en
el hfgado de ratas y pollos en esta etapa, y muchas actividades enziméaticas
implicadas en la lipogénesis emergen a la vez tanto en 6rganos del pollo co-
mo en los érganos correspondientes de la rata (78, 83, 84). La utilizacién
del glucbdgeno depositado durante la vida embrionaria en hfgado de pollo vy
de rata empieza en esta tras el nacimiento y en aquél antes o durante la
eclosibén (85). Durante la Gltima semana de incubacién, el cerebro de pollo
parece experimentar un periodo critico de maduracién morfoldgica y funcio-
nal (en el qué se piensa que comienza la mielinizacidén) analogo al de la Glti-
ma semana‘de lactancia de la rata y al del final de la gestacidon del cobaya

(84).

Respecto a la cantidad de colesterol total, libre y esterifica-
do en hfgado de pollitos recién nacidos, se ha demostrado un descenso esta-
disticamente significativo a los dias 5 y 10 despues de la eclosibén (86), de
donde parece deducirse que la situacidén en el periodo postincubacidon difiere
del periodo embrionario. En efecto, la proporcidn colesterol esterificado
/ colesterol libre disminuye con el tiempo lliegando a ser la cifra de coles-

terol libre algo superior a la del esterificado en pollo de 10 dids. Estos
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resultados coinciden con los de Deuel (87) quién afirma que,en el pollo
adulto la proporcidn de colesterol esterificado en el higado es sblo de un
7 % del total. Todo ello hace suponer que el éster del colesterol cumple
una funcidn Gnica en el embridn, bajando la proporcidon de éster cuando el

pollo desarrolla sus propios mecanismos para la sfntesis del colesterol.

Seglin Teekell y col (88) la adicion de colesterol (2%) y acidos
grasos (6 % ) a la dieta produce un aumento significativo en los niveles de
colesterol libre en higado y aorta de pollo. Aproximadamente el 64 % del
colesterol en sangre esta en forma esterificada, mientras el 72 % en higa-
do y aorta esta en forma libre. El colesterol en higado y aorta es principal-
mente de origen endbgeno. Se observd que los machos tienen unos niveles

de colesterol libre mas altos que las hembras (88).

El contenido en colesterol de diversos tejidos de gallos de
2 aflos de edad alimentados con una dieta normal es sorprendentemente si-
milar al de los tejidos correspondientes de los mamiferos, salvo en el ce-
rebro, en los pollos es mucho més bajo (89). Esta excepcidn puede deberse
a alguna diferencia en la estructura del cerebro de pollos y mamiferos. EI
contenido de colesterol en higado, rifién y cerebro (en g/ 100 g de tejido
seco) era aproximadamente, 1, 1.5 y 3 en pollos (89) vy de -l, 1.5y 10 en

ratas y otros mamiferos (90)

En pollo y otros animales, una dieta rica en colesterol eleva
los niveles de éste en suero, hfgado, rifidén, aorta y otros tejidos, pero
no en cerebro (89, 90, 91). La resistencia del tejido cerebral a la exce-
siva deposicion de colesterol puede deberse a la barrera cerebral de la
sangre, que bloquea el paso desde el sistema vascular al parénquina ce-

rebral (92), y al lento recambio del colesterol en el cerebro maduro (93).
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LLa alimentacibn con una dieta rica en glicidos no afecta a la concentra-
cidén de colesterol en plasma (94). El colesterol en plasma esta descrito

como el factor fundamental de riesgo asociado con la aterosclerosis (95).

En comparacién con los gallos, las gallinas ponedoras de 2
aflos de edad (ambos con dieta normal) tienen una ligera hipercolesterolemia
y un contenido bajo en colesterol en la mayorfa de los tejidos estudiados,
mientras en la aorta el nivel es mucho mayor, con aterosclerosis ligera.
Las no ponedoras tienen una fuerte hipercolesterolemia, aterosclerosis
severa, Yy un nivel de colesterol algo mayor en la mayorfa de los tejidos
(89). Ho y col. (96) encontraron que el recambio diario de colesterol en
las gallinas ponedoras era tres veces mayor que el de los gallos, y proce-

dia esencialmente de sintesis endbgena.

La presencia de esteroles vegetales en la dieta de los pollos
reduce la absorcidn de colesterol y acido biliares, y la concentracién de
colesterol en plasma e hfgado (97). Cuando las gallinas consumen esta die-
ta la concentracién de colestero!l de la yema de huevo disminuye significa-
tivamente,. aunque no varfan el tamafio del huevo y de la yema, el peso de

la cascara ni la producciéon de huevos. (98).

Hwang y col (99) han estudiado el efecto de diversas sustan-
cias antihipercolesterolémicas como colestiramina, esteroles de soja, etc.,
en pollos normales e hipercolesterolémicos alimentados con una dieta su-
plementada con vitamina A o B —caroteno. Encontraron que estas sustan-
cias antihipercolesterolémicas no sblo pueden afectar a la absorcidén y sin-

tesis del colesterol y a la eliminacién de acidos biliares, sino también a
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los niveles de vitamina A en higado.

Uno de los aspectos mas interesantes del metabolismo del
colesterol es la produccién de hormonas esteroides (sexuales y corticosu-
prarrenales). En embridn de pollo, los andrbgenos se sintetizan tres dfas
antes de la diferenciacién mor foldgica de las gbnadas (100). La produccion
de andrbgenos por las gbnadas ya diferenciadas comienza a los seis dfas y
medio de la incubacidn del huevo, siendo los testiculos las gbonadas de mayor
produccidn seguidos por el ovario izquierdo a partir de los nueve dias y me-

dio de la incubacibn.

La concentracidn global en el plasma de embridn de pollo de
las hormonas progesterona, corticosterona, cortisol y cortisona se incre-
menta contfhuamente durante la Gitima mitad del periodo de incubacibén, dis-
minuyendo después del nacimiento (101). Kalliecharany Hall {(102) concluye-
ron que varias hormonas corticosteroides se sintetizan en las glandulas

adrenales y se secretan durante el desarrollo embrionario.



- 46 —

1. D.- IMPORTANCIA DE LA HMG-CoA
REDUCTASA EN LA BIOSINTE-
SIS DEL. COLESTEROL

L.a ruta de biosintesis enzimétvica del colesterol a partir del
acetato empezd a estudiarse en los afios 40 y hoy se conoce con cierto de-
talle, gracias a las aportaciones de Bloch, Conforth y Popjak fundamen-
talmente, E. D. Beytia y J. W. Porter (103) hicieron una evaluacion cri-
tica de las investigaciones méas recientes sobre las reacciones que dan lu-

gar a la formacién de los compuestos isoprenoides.

El acetil-CoA es un sustrato comin a la biosintesis del coles-
terol y de los Acidos grasos. Para el control de la biosintesis del coleste-
rol son importantes los mecanismos de regeneracidén del acetil-CoA extra-
mitocondrial, por lo que un punto de control es el paso del acetil-CoA pro-
cedente de la oxidacidn de Acidos grasos y descarboxilacion oxidativa del
piruvato -proceso que tiene lugar dentro de la mitocondria- a través de la

membrana mitocondrial por la lanzadera del citrato principaimente (104).

Dos moléculas de acetil-CoA se unen para formar acetoacetil
CoA, reaccibdn que esta catalizada por una tiolasa en la fraccion microso-
mal. La sfntesis del 3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA a partir de acetoace-
til CoA y acetil-CoA esta catalizada por la HMG-CoA sintetasa en la frac-
cién solubte.

El HMG-CoA asi formado participa en varias via metabblicas:
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LEUCINA ACETIL-CoA +
| ACETO-ACETIL CoA
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PP 3 h \
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|
~
|
~
COLESTEROL

La formacidn de acido mevaldnico requiere la reduccidon del

HMG-CoA por la HMG-CoA reductasa.

El paso de MVA a isopentenil pirofosfato es catalizado por
tres enz.imas: mevalonato cinasa, fosfomevalonato cinasa y pirofosfomeva-
lonato descarboxilasa. La descarboxilacibdn del PP-MVA cataliza da por
esta Gitima parece ser otro punto de control importante en la sintesis del
colesterol (105). El MVA (al parecer transformandose primero en dimetil-
PP por esta vfa) también puede servir como sustrato para la sfntesis de
cuerpos cetdnicos y de acidos grasos de cadena larga, en un desvio

{("shunt') de la ruta conducente a esteroles (106).

La biosintesis de pirofosfatos alflicos implica la isomeriza-
cibén del isopentenil-PP (Ip-PP) a dimetil-alil-PP y la condensacion cabe-
za-cola de Ip-PP y dimetil-alil-PP para dar sucesivamente geranil o neryli-
PP (trans o cis, 010) y farnesil-PP (CIS)' La condensacidén de dos molé-

culas de farnesil-PP da un intermediario 030 , preescualén-PP, el cual
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es convertido en escualeno en presencia de NADPH; ambas reacciones son
Ilevadas a cabo por el mismo sistema enziméatico (103). L.a reaccidn de for-
macidon del lanosterol tiene lugar en los microsomas pero con la participa-
cibn de dos protefnas citoplasméiticas portadoras de esteroles. Desde el
lanosterol se puede formar colesterol pasando por el desmosterol o por el

7 -dehidroxicolesterol,

De todas las reacciones mencionadas, la transformacién de
HMG-CoA a MVA es la etapa mejor controlada y sobre la que parece des-

cansar, fundamentalmente, la regulacién de la biosintesis del colesterol.

LLa enzima HMG-CoA reductasa presenta dos aspectos impor-
tantes que justifican el interés de su estudio. En primer lugar, el hecho de
actuar como llave o punto clave en la regulacién de la biosintesis de coles-
terol (107, 108, 109, 110, 111, 112) observandose un aparente defecto en
la regulacidén de la reductasa en procesos de hipercolesterolemia y tumores
hepiticos. Esto hace que los esfuerzos de los investigadores se vuelquen
en el conocimiento de la regulacién de este enzima, aplicable luego al diag-

ndstico y posiblemente a la terapia de enfermedad del corazdn y de cdncer.

En segundo lugar, también en mamfferos, la biosintesis de la
enzima esta fuertemente regulada por la dieta, hormonas y multitud de fac-

tores tanto internos como externos, lo que hace légico su estudio biogquimico.

1. D. 1.- LaHMG-CoA reductasa como factor {imitante

Diversos estudios sobre las propiedades de la HMG-CoA reduc-
tasa de hfgado e intestino de rata indican que ambas enzimas son similares:
ambas presentan ritmo circadiano (113, 114) tienen cindticas similares (3),

requieren NADPH (115) y reaccionan con anticuerpos de reductasa de
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hfgado (116). Otros autores han indicado que la HMG-CoA reductasa es el
factor limitante y llave que regula la reaccidn de sfntesis de colesterol en
hfgado durante el desarroilo pre y postnatal de rata, mientras que en cere-
bro la reductasa es factor limitante en la sintesis de esteroles solo despues
de los 11 dias de edad. Antes de este tiempo, no hay correlacidn entre la
sintesis de esteroles y la actividad reductasa (117). Por otra parte, también
Siperstein (108) demuestra que la velocidad de sintesis de colesterol en higa-

do de mamfiferos estd controlada por la enzima HMG-CoA reductasa (118).

Asi pués podemos concluir que en condiciones fisioldgicas nor-
males, la HMG-CoA reductasa cataliza el punto limitante de la sintesis de

esteroles hepéaticos (119).

La actividad reductasa se corresponde estrechamente con la
sintesis de colesterol en una gran variedad de condiciones. La capacidad sin-
tética del colesterol hepatico fue variada alrededor de 100 veces, por mani-
pulaciones de la dieta. En cada instante la correlacibn entre la sintesis de

colesterol y actividad reductasa fué sorprendente. (120).

1. D. 2.~ La HMG-CoA reductasa como_lugar de regulacidon

Segin los resultados de Shaphiro y Rodwell (119), se puede con-
cluir claramente que la reductasa es el *jocus " para la regulacion nfeed-back"
del colesterol. Esta idea comenzd con los estudios en levaduras sobre la
bios{ntesis de esteroles permitiendo (1 18) localizar el lugar de la regulacidon
por dieta de colesterol en mamfferos, como un lugar anterior al mevalbnico
y por deduccibn, posterior al HMG-CoA. Puesto que la conversion de HMG-
CoA a MVA esta catalizada por | a enzima HMG-CoA reductasa, se enfocd

. . 4 .
la atencidn en ella como centro de la regulacién de la biosintesis de colesterol
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En estudios posteriores se ha visto que esta conclusidn, aunque fue supues-—
ta sin demasiados fundamentos, es en si misma valida. La HMG-CoA reduc-
t asa es bajo muchas condiciones fisiolégicas, la llave en la regulacidn en-

zimatica de la colesterogenesis hepéatica (121).

1. D. 3.- Regulacidn en otros puntos de la ruta biosintetica

Los enzimas acetil-CoA tiolasa y HMG-CoA sintetasa, las
dos mitocondriales y extramitocondriales, estin presentes en tejidos hepa-
ticos. Ambas estan relacionadas con la formacién de cuerpos cetdonicos y
la sintasa con la biosintesis de colesterol. Las actividades extramitocon-
driales tiolasa y sintasa se han descrito que descienden con una alimenta-
cibn rica en colesterol (122, 123, 118), aunque esto no se ha observado
universalmente. De todas formas estas variaciones son bajas e incomple-

tas.

En un tiempo largo, probablemente estas actividades decrecen
a niveles suficientemente bajos como para cortar la sintesis de HMG-CoA.
Esto servir_ﬂ'a para diversificar un importante intermediario (acetil-CoA)

de .una ruta muerta.

Por otra parte, la alimentacidén rica en colesterol disminuye
la conversidn de MVA en farnesil pirofosfato y la conversion de este en es-
cualeno (124). Entre las enzimas que disminuyen después de un ayuno e incre-
mentan tras la realimentacién se incluyen la pirofosfomevalonato descarbo-
xilasa, isopentenil pirofosfatasa isomerasa, dimetilaliltransferasa y escua-
leno sintasa (125). Aunque estos cambios en actividad son pronunciados, no
son tan intensos o réapidos como los cambios en la actividad HMG-CoA re-

ductasa o en la sintesis de colesterol. Los lugares de regulacion anteriores
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o posteriores a la enzima HMG-CoA reductasa parecen en este caso, ser

de importancia secundaria.

1. D. 4.~ Distribucidon de la HMG-CoA reductasa

Aunque la HMG-CoA reductasa se encuentra presente en to-
dos los tejidos capaces de sintetizar isopentenil pirofosfato, la actividad
se ha descrito solo en higado, intestino, leucocitos, piel, linfocitos, cere-
bro y celulas de tumores hepaticos (118). La actividad reductasa también
se ha medido en fibroblastos de piel humana (126). leucocitos humanos (127)

y en biopsias de hfgado humano (118).

La HMG-CoA reductasa también esta presente en levaduras

Neurospora , Yy en ciertos géneros de bacterias incluyendo Pseudomonas

y en actinomicetos.

En células de mamiferos la HMG-CoA reductasa se encuentra
exclusivamente en la membrana de la fraccién microsomal de los homogena-
dos celulares. Sobre un 80 % parece estar asociado con la fracciéon membra-
nosa constituida por el reticulo endoplasmético liso, aparato de Golgi y mem-

brana plasméatica (128).

En un trabajo mas reciente, se apunta que la distribucién sub-
microsomal de la HMG-CoA reductasa junto con una enzima degradativa del
colesterol como es la colesterol 7a ~hidroxilasa se encuentran en el reti-
culo endoplasmatico sugiriéndose que la reductasa se presenta en el reticu-

lo endoplasmdtico con un alto contenido en ribosomas (129).
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1. D. 5. - Ensayo de la actividad HMG-CoA reductasa

La cuantificacidn de la actividad reductasa microsomal de ma-
miferos no es tan sencilla como en un principio pudiera pensarse. La baja
actividad reductasa y su inclusién en la fraccibn membranosa con enzimas
que rapidamente oxidan el NADPH, hizo fustrat en repetidas ocasiones el
intento de ensayar la actividad por medida de la oxidacion del NADPH. No
obstante a pesar de las dificultades en su deteccidn, varias técnicas nue-

vas permiten precisarla y cuantificarla (118).

- Ensayo colorimétrico. Un método colorimétrico que utiliza

el reactivo de Ellman para medir la liberacién de coenzima A, aunque répi-
do y adecuado, es memos sensible que el método isotdpico mas cominmente
empleado (130), por lo que no puede utilizarse satisfactoriamente para la de-
terminacién de actividades bajas de reductasa. Por otra parte la concentra-
cién de DTT (0.2 mM) que puede mantenerse no es la adecuada, ya que Heller
y Gould (131) indican que una concentracién 10 mM logra la mdxima expresién
de la actividad reductasa tanto en microsomas como en preparaciones de re-
ductasa solubilizada. Estas restricciones limitan grandemente el uso de este

ensayo colorimétrico.

- Ensayo radioisotbépico. Por varias razones técnicas,el méto-
do mas usado para medir actividad reductasa de mamfiferos,es la incorpora-
ciébn de la radiactividad del sustrato MC—HMG—COA al producto MVVA durante
10-60 minutos de incubacién a 37 °C. Cominmente se incluye un estandar in-
terno de 3H—mevalonato para permitir las correcciones de las pérdidas ocu-

. 3 - ]4
rridas durante la secuencia de aislamiento del C-MVA formado. La mezcla



de la reaccidn se acidifica para inactivar el enzima reductasa y convertir
el MVA en su § —lactona. El sustrato y producto se separan por. técnicas
cromatograficas cuantificAndose por espectroscopia de centelleo liquido -
Huber y col. (132) defienden las columnas pequefias con resina de intercam-
bio anibnico para la separacion cromatografica. No obstante la cromato-
graffa en placas de silicagel G activado, desarrolladas en benceno: acetona

1:1 (v/v) se emplea mas normalmente (133).

L.a incubacibén de pequefios voliumenes (50-250 pl) facilita el
anilisis de la actividad HMG-CoA reductasa, particularmente.cuando la
cantidad de material disponible para el.ensayo es limitado por ejemplo, en

cultivos celulares (126, 134, 135). -

Usando pequefios volumenes también se facilita el aislamiento

del MVA radiactivo por permitir su aplicacién directa en placas de capa fi-
'na, Shapiro y col.( 135 ). De esta forma se elimina la extraccién con éter

-anterior a la cromatografia, con este método se han podido medir menos de

30 pmoles, de mevalonato formado.

Recientemente se ha dado a conocer un nuevo método que no
. . . - 3
requiere separacién cromat'ogr'éflca,utll|zando el sustrato-marcado con H

(136).

Por otra parte, la actividad reductasa microsomal de higado
.de rata varia seglin los laboratorios. Pero estas diferencias no podemos
atribuirlas solamente a factores fisioldgicos conocidos,de aumento o dismi-
nucidn de la actividad reductasa, sino mas bien a variac'iones en la técni-
ca de ensayo Yy sobre todo a las diferencias en la composiciéon de los tampo-

nes usados durante el aislamiento de los microsomas. De esta manera se
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han observado variaciones de hasta 10 veces, de la actividad reductasa
utilizando diferentes tampones. De todas formas, cada autor tiene su formula
favorita, no encontrandose un tampdn 6ptimo entre los usados corrientemen -

te. (118).

1. D. 6.- Ritmo diurno de la HMG-CoA reductasa

La existencia del ritmo diurno en la HMG-CoA reductasa fue
observada por primera vez en hfgado de ratdn (117) y escasamente después
en higado de rata ( 133, 137 ), en intestino de rata( 115) y en ciertos hepato
mas de ratas y ratones (138 ). Esto ha sido demostrado repetidamente en -
muchos laboratorios. No obstante, las variaciones ritmicas de la reductasa
en otras especies, particularmente en humanos, o en otros tejidos no han -
sido establecidas. De las enzimas que catalizan la conversidon de acetato a
escualeno solamente la HMG-CoA reductasa presenta un ritmo diurno ( 125).
Tan solo otra enzima del metabolismo del colesterol, Ia colesterol 7 a- hidro
xilasa, se conoce que presente ritmo. Esta enzima cataliza la primera reac-
Gién del catabolismo del colesterol a acidos biliares (118 ). Las causas del
ritmo parecen deberse a una variacién en la sintesis ( 117, 133, 137, 139,

140 ).y en la degradacién de la enzima HMG-CoA reductasa (139 ).

Otras causas del ritmo pueden ser los cambios en la luz y en la
alimentacidon (141). Por Gitimo el ritmo esta regulado por diversas hormonas,
unas que favorecen la sintesis o actividad de la enzima y otras su degrada-

cibn o inhibicién.

1. D. 7.- Cambios de la HMG-CoA reductasa durante el desarrollo

Los Unicos estudios llevados a cabo hasta el momento sobre
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este tema han utilizado como animales de experimentacién mamiferos vy,

més concretamente la rata.

La HMG-CoA reductasa se caracterizo por pertenecer a un

grupo enzimético presente en el feto avanzado y en el recién nacido (118,

142).

Su actividad en higado de rata es muy alta justo antes de na-
cer; durante la primera semana los valores son aproximadamente los del
adulto, disminuyendo hasta el final de la lactancia. En el tiempb que sigue
al destete, alrededor del dia 22, la actividad asciende casi al doble que la
del adulto normal, manteniéndose en estos niveles durante una semana y vol-
viendo a declinar con posterioridad a los niveles normales del adulto. Dado
que la sintesis de colesterol total muestra una gran similitud a lo targo del
desarrollo (118), la HMG-CoA reductasa parece ser el factor limitante de la
biosintesis de colesterol en hfgado tanto durante el desarrollo como en ratas

adultas.

‘ En un trabajo mis reciente se apunta que tanto la biosintesis
de colesterol a partir de acetato, mevalonato o escualeno como la actividad
HMG-CoA reductasa,en ratas viejas fueron menores que en ratas jovenes.
Sin embargo, la sfntesis de colesterol en ratas viejas no difiere de las

jovenes durante una situacidon de ayuno (143).

- La posible explicacion del comportamiento del hfgado de rata
a lo largo del desarrollo serfa por una parte, la presencia de colesterol en
la leche materna (6 mg de colesterol por gramo de sblidos) y su ausencia en
la comida normal de la rata. Esto puede hacer bajéﬁ la actividad reductasa

durante la lactancia y aumentaria en el tiempo que sigue al destete. Por otra
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parte , se ha visto que la leche de rata y el higado de rstas lactantes, con-
tienen compuestos que inhiben la actividad HMG-CoA reductasa microsomal
de higado de ratas adultas medida“in vitro.' La complejidad de los cambios
de la reductasa en higado de rata durante el desarrollo parece pues, estar
causada principalmente por factores de la dieta. Aunque estos factores pue-
den influir en la cantidad de sintesis o degradacidén de la reductasa, tam-
bién parece regular los niveles hepaticos de un inhibidor de la actividad

enzimatica (142).

El cambio a lo largo del desarrollo de la sintesis de coleste-
rol en cerebro ha sido estudiado por Kendutsch y Sancier (144). Estos in-
vestigadores encuentran un maximo en la sintesis a los 11 dias después del
nacimiento de la rata seguido de un lento declive. En otros estudios sobre el
mismo tema en cerebro de rata, Aragon y col. (145) encuentran dos picos de
actividad reductasa, uno el dia 10 y otro el dia 20 inmediatamente después
del! destete. Los mismos autores indican que la actividad especifica en ratas
adultas se mantiene: en niveles 2 6 3 veces inferiores a los exhibidos en ra-
tas recién nacidas. Estos resultados difieren de los encontrados por Ness
(146) segun el cual el maximo de actividad reductasa corresponde -al
dia 4 y luego desciende gradualmente. Los bajisimos niveles de actividad
reductasa enrata adulta estdn mas de acuerdo con anteriores trabajos (107)
sobre la cantidad de acetato incorporado a colesterol. En estos estudios se
puso de manifiesto que,la sintesis de colesterol es muy reducida en ratas

adultas y en algunos casos no fue detectado.

En la mucosa intestinal la actividad especifica de la HMG-CoA
reductasa no varfa en funcidén de la edad o sexo de las ratas. Esta diferen-
cia con los demds 6rganos mencionados pueden ser debidas a un distinto

mecanismo de control operativo sobre la regulacién en la actividad de la en~

zima(i15),
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1. E.- REGULACION DE LA HMG-CoA
REDUCTASA

Los mecanismos por los cuales la enzima HMG-CoA reducta-
sa cambia de actividad han recibido gran atencidn en los Gltimos afios (147).
El hecho de ser la enzima fundamental sobre la que se centra la regulacion
de la biosintesis del colesterol hace que su actividad se vea influenciada
por una serie de muy diferentes factores dirigidos, en G/timo extremo, a
afectar la propia sintesis de colesterol. Sin embargo en aras d la concisibn,
podriamos establecer varios tipos de mecanismos por los que puede verse |

afectada la enzima.

1. E. 1.- Modulacidén covalente

Se trata de aquellos mecanismos mediante los cuales se mo-
difica la actividad enzimética sin que se vea afectado el nimero de molécu-
las existentes, corresponderfa a los mecanismos conocidos actualmente ba-

jo el nombre de modulacién covalente.

Aunque hasta hace relativamente pocos afios solo existfan
indicios de una regulacién de la actividad en la HMG-CoA reductasa por
modificaciones quimicas, los resultados obtenidos recientemente permiten
asegurar que esta enzima esti sometida a un mecanismo de modificacidn post-
transcripcional mediante la interconversidn de las formas activa e inactiva

de la misma.

Ya en 1973 (148). Beg. y col.mencipnaban que la reductasa

hepatica se inactivaba "in vitro" cuando los miecrosomas se incubaban con
. 2+
la fraccibén citoplasméatica en presencia de ATP yMg .
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Una inactivacidn semejante ATP-dependiente se demostrd en
fibroblastos: humanos y era catalizada por una enzima citoplasmética (149).
Posteriormente, Nordstron y col. hacen la importante observacion de que
la HMG-CoA reductasa inactivada en una reaccion ATP-dependiente, podia
r‘eac;tivar‘se mediante incubacidén con una enzima citoplasmética procedente
de hfgado. de rata, en presencia de EDTA. La actividad de esta enzima era
totalmente inhibida por FNa 50 mM, un inhibidor de fosfatasa, sugiriendo que
la reactivacidén inclufa una defosforilacién de la enzima previamente fosfori-

lada (150).

Gibson y colaboradores han sefialado que la reactivacion de
la HMG-CoA reductasa inactiva puede ser también Ilevada a cabo mediante
incubacidn con una preparacidn de fosfoprotein fosfatasa hepatica parcial-
mente purificada (151). Recientemente Beg y col. han demostrado que la
inactivacién de la reductasa hepatica en presencia de ATP —Mg.2+ estad acom-
pafiada de una incorporacidén de 32P por 32P—ATP en la proteina microsomal
que puede pre;ipitarse con anticuerpo de la HMG-CoA reductasa (152). Re-
sultados semejantes fueron obtenidos por Bové y Hegarolt (153) y por Keith

y col (154).°

En el curso de sus estudios, Nordstrom y col. han visto que
la activacidén de la HMG-CoA reductasa parece ocurrir durante el aislamiento
de los microsomas con las técnicas normales utilizadas en la mayoria de los
laboratorios (150). Estos investigadores mostraron que si la homogenizacibén
del tejido y aislamiento de los microsomas se llevaba a cabo en presencia de
FNa, la actividad del HMG-CoA reductasa micr‘iosomal resultante era sola-
mente 1/7 de la cantidad que se obtenfa cuando los microsomas eran aislados
en ausencia de fldor. Estas investigaciones sugiﬁier‘on que en condiciones

normales el 85 % de la HMG-CoA reductasa de higado de rata estaba en forma
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fosforilada (inactiva)y que la enzima comenzaba a activarse artificialmen-
te durante el aislamiento de los microsomas (150). En otros trabajos muy
recientes, se ha observado que la forma inactiva de la r“eductasa gradualmen-
te desaparece con el tiempo en cultivos de hepatocitos de rata. Después de
48 horas de cultivo la HMG-CoA reductasa llega a activarse de forma expon-

tAnea alcanzando un 100 % a tas 72 horas (155).

Asimismo, ya en 1980, Gil y col. (156) han purificado parcial-
mente una HMG-CoA reductasa fosfatasa que libera 32P a partir de la HMG-
CoA reductasa marcada con este isdtopo, lo cual lleva consigo la restauracion’
de la actividad reductasa. Deestamanera parece quedar difinitivamente esta-
blecido que la reductasa puede sufrir "in vitro' un ciclo de fosforilacidn des-

fosforilacion cuyo papel fisiol8gico "in vivo' permanece adn por esclarecer.

De caulquier for‘m'a, los estudios anter;iores plantean la cues-
tibn de si los factores fisiolbgicos conocidos que regulan la HMG-CoA reduc-
tasé en hfgado de rata, operan predominantemente mediante cambios de la can~
tidad de broteu’na enzimatica o cambiando el estado de fosforilacion de la enzi-

ma.

Beg, en su Ultimo trabajo, muestra el siguiente esquema de
. v . . . r'éd
la fosforilacidn y desfoforilacidén de la reductasa con las enzimas que estan

implicadas en este mecanismo (157).
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 Representacién esquemética de la modulacién de la actividad
enzimética de la reductasa kinasa y HMG-CoA reductasa de higado. La forma
activa, inactiva y fosforilada de las enzimas esta designada como A, |,y P

respectivamente.
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1. E. 2.- Efecto del colesterol de la dieta.

1. E. 2. 1.~ Efecto directo sobre la enzima

Como ya hemos expuesto anteriormente, la enzima HMG-CoA
reductasa puede estar regulada mediante un control '"feed-back!" por el pro-
pio colesterol (108, 122, 158, 159) producto final de la secuencia metabblica
y cuya influencia se suele poner de manifiesto sometiendo a los animales a

una sobrecarga de colesterol en la dieta.

Estudianto este efecto del colesterol Higgins y col. encon-
traron que la inhibicién de la actividad especfifica de la reductasa por dieta
de colesterol era un proceso un tanto complejo . Observaron que a las 6 h que
siguen a esta alimentacidén, la actividad reductasaerarelativamente baja com-
parada con la cantidad de proteina enzimética detectada por métodos inmunoqui-
micos.Sin embargo después de 12 horas, la cantidad de proteina enzimética
y la actividad reductasa quedaban reducidas por igual. Estos datos sigirieron
que la alimentacidén con colesterol disminuia la actividad HMG-CoA reductasa
segun dos mecanismos: por una parte , una inactivacién inmediata y por otra,
una r‘ec;luccic’)n de la sintesis de la enzima a més largo plazo (112, 160). Los
mecanismos por los que el colesterol regula la actividad reductasa de forma
inmediata no se conocen exactamente, considerandose improbable una inhibi-

cibn alostérica de la reductasa (118).

En lo que se refiere a la regulacibn de la sintesis de protei-
na reductasa por efeéto del colesterol, se ha visto que puede estar relaciona-
da con la jnteracién del colesterol a la cromatina (161). En efecto, se ha ob-
servado que el colesterol libre y esterificado se as.ocia rapidamente con la
cromatina en la fraccién proteica dcida del ADN en hfgado de rata. La ali-

mentacidén de colesterol, incrementa el colesterol ligado a la cromatina y
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decrece la relacién colesterol / colesterol esterificado asociados a croma-
tina. Esta relacién también cambia durante el ciclo diurno de biosintesis

de colesterol, de forma que se aproxima a la unidad durante el cénit de ac-

tividad reductasa y se incrementa 3. 5-5 veces cuando la actividad comienza
a declinar. El control por colesterol en la transcripcién del cédigo genetico
para la reductasa u otras moléculas reguladoras es una posibilidad intere-

sante (118).

El hecho de que la presencia o ausencia de colesterol esteri-
ficado favoreciera mas o menos la inhibicidn de la reductasa hizo estudiar més
detenidamente el efecto de las dos formas posibles de presentarse el coleste-

rol (libre y esterificado).

Segln Harry y col. (162) la supresidén de la actividad reduc-
tasa por dieta de colesterol estd acompafiada de un incremento en el conteni-
do de colesterol en hfgado, incrementandose principalmente los niveles de
esteres de colesterol. Este colesterol esterificado también aumenta en las
membranas microsomales y la adicién de colesterol-éster a un medio de cul-
tivo de células de hepatomas tisulares, suprime la actividad reductasa de
una forma mas efectiva que el propio colesterol. Ahora bien, cuando se ali-
menta con colesterol a ratas con hepatomas, estos acumulan menos coleste-
rol esterificado que los hfgados normales y la actividad reductasa es inhi-
bida solo parcialmente. L.a pérdida del control "feed-back! por dieta de co-
lesterol en la sintesis de colesterol hepatico, corresponde a un defecto, meta-

bélico caracteristico de un hepatoma desarrollado (163, 164).

En cultivos de fibroblastos humanos, la adicién de lipopro-
teinas (LDL) reprime la actividad reductasa y también incrementa los niveles

de colesterol esterificado. El incremento en el contenido de estos esteres
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en fibroblastos,esta relacionado con un incremento en la actividad de la en-
zima colesterol-acil-transferasa. Por el contrario, en fibroblastos de pa-
cientes de familias con hipercolesterolemia homozigotica, la actividad re-
ductasa no se reprime ni con lipoproteinas DL ni con colesterol esterifi-

cado.

En general se sugiere que el nivel de colesterol esterifica-
do puede estar inversamente relacionado con la actividad MHG-CoA reductasa.
Sin embargo esto no ocurre bajo todas las condiciones fisiolbégicas como pue-

de ser el desarrollo de ratas jovenes {118).

En la mucosa intestinal, por observaciones indirectas, se
indica que la actividad reductasa disminuye por dieta de colesterol y por
ayuno, pero de forma menos pronunciada que la enzima hepéatica, siendo la

inhibicién de un 30 % en la mucosa intestinal (165).

En el caso del polio el sitema "feed-back' del colesterol se

activa rapidamente por el colesterol exbégeno (166).

1. E. 2.2.~- Efecto sobre la membrana microsomal

Aunque se acepta que el colesterol regula la HMG-CoA re-
ductasa a través de un mecanismo que afecta a la velocidad de sintesis 6 de-
gradacidén de la enzima, y puesto que la vida media de la degradacién de la
enzima estia comprendida entre 2-4 horas en ratas (139-140), el descenso en
fa actividad reductasa (10 % de la actividad de los animales controles) obser-
vado después del tratamiento no puede ser debido a cambios en la velocidad de

r N . .
sintesis de la enzima. Parece mas probable que lo que ocurra sea un cambio

en la concentracidn de colesterol en la membrana, en las proximidades del



— 64 —

lugar en que se localiza la HMG-CoA reductasa. Este cambio, producirfa
una modificacidén inmediata en la actividad de la enzima que puede ser se-

guida de cambios en la concentracion de la misma.

Las membranas biolbgicas contienen en general cantidades
variables de colesterol. Se ha demostrado que las moléculas de colesterol
son componentes mbdviles que ocupan huecos del interior hidrocarbonado de
las membranas, estabilizando asf la estructura de la bicapa lipfdica (167).
Asi pues las moleculas de colesterol localizadas principalmente entre las
cadenas hidrocarbonadas de los fosfolfpidos restringen la movilidad de las
mismas. Esto, puede producir interferencia en la interacciébn de protefnas
hidrofobicas y fosfollpidos y puede también cambiar la permeabilidad de la
membrana (168). Varios autores (168, 169), consideran que la fluidez de las
membranas biolbgicas puede estar correlacionada cbn los componentes qul-
micos & moleculares de la célula; especialmente con el contenido en coles-

"terol 6 relacibén colesterol /fosfollpidos. Sugieren, que el colesterol es un
impor-tante factor en el control de la fluidez de las membranas celulares.
Kutchai, H. y col. (170) comprueban que los cambios en la composicidén en
acidos grasos y relacién molar colesterol/ fosfollpidos que ocurre durante
el desarrollo, en membranas plasméticas (mitocondriales, y de retfculo en-
doplasmico) de corazbdn de pollo son paralelos a los cambios en la microvis-
cosidad durante el desarrollo. En las Gltimas etapas de embriogénesis y du-
rante el desarrollo post-natal Boland y col(171) han encontrado cambios en
la cantidad de Acidos grasos saturados y colesterol en microsomas de mls-

culo esquelético de pollo que son similares a los encontrados en corazbdn.

Teniendo en cuenta el importante papel que puede jugar el
colesterol sobre la fluidez de la membrana, varios autores (172) han estudia-

do el efecto de | a supresiébn del colesterol de membranas de eritrocitos
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humanos, por incubacién con liposomas de fosfatidilcolina. L.os resultados
muestran que las actividades enzimiaticas de tres enzimas (quinasa) ligadas

a membranas son afectadas por la falta de colesterol. Puesto que las alte-
raciones artificiales del contenido en colesterol de las membranas eran com-
parables a las observadas ""in vivo! en varias condiciones patolbgicas, su-
gieren que los cambios observados puedan ser debidos a mecanismos por los
que los |fpidos de la membrana influyen sobre las actividades enziméticas "in
vivo!', Otro grupo de trabajos (169) orientados tambien hacia un mejor cono-
cimiento de los efectos del colesterol y sus ésteres sobre la fluidez de las
membranas, estudian la incorporacién "in vitro" de ambos a membranas cito-
plasmacias que fueron incubadas con e‘stos compuesto marcados isotbpicamente.
Sys resultados demuestran que el oleato de colesterol es incorporado "in
vitro!" a la membrana celular de eritrocitos incrementando su rigidez. El efec-
to del colesterol libre fue similar (173, 174, 175, 176, 177, 178) pero fue

mas efectivo el éster, de manera que los datos parecen indicar que los éste-
res de colesterol hacen la membrana celular mas rigida, mas firme y menos
fluida que el colesterol libre. Este estado de mayor rigidez de la membrana
puede que. sea mis estable que el que se origina al incorporarse colesterol
libre porque los ésteres de colesterol pueden ser extraidos de la membrana
solamente por hidrblisis con enzimas lisosomales (179), miemtras que el co-

lesterol libre puede ser ficilmente descargado.

Asi pues los ésteres del colesterol parecen tener a nivel
de membrana una importante actividad biolégica. Mayor interés presentan los
trabajos realizados "in vivo! en animales que han sido sometidos a suplemen-
tacibn de colesterol en la dieta. Medidas de fluorescencia- (180) muestran
que ratas suplementadas con una dieta de colesterol ‘al 4 % durante un mes
presentan modificaciones en la estructura y funcién de sus microsomas

hepaticos,Sabine y col. (212) muestran mediante representaciones de Arrhenius



que la HMG-CoA reductasa de microsomas de hfgado de rata duplica su ener-
gfa de activacidn tras la suplementacidon de colesterol y piensan gue este
puede ser el motivo de la inhibicidén de su actividad . Estudios similares
(181) fueron llevados a cabo sobre otras enzimas microsomales diferentes

de la reductasa, para determinar si el efecto de una dieta rica en coleste-
rol era especffica de esta enzima. L.os resultados indicaron que mientras

se inhibfa la actividad reductasa se incrementaban la 7 -a - hidroxilasa.
Sin embargo las actividades del la acilCoA: colesterol acil transferasa Yy
otras enzimas microsomales no implicadas directamente en el metabolismo
del colesterol (por ejemplo, la glucosa-6-P fosfatasa) no eran afectadas.
'Es también significativo que el colesterol de la dieta no alterd la energfla

de activacidn de otras enzimas més que la de la reductasa. Las otras enzi-
mas no son sensibles a la variacién de la fluidez de la membrana inducida por
el colesterol de la dieta por lo que este mecanismo de regulacidon "feedback"

por la dieta puede ser especifico para la HMG-CoA reductasa.

Meller y col (182) sustituyen el colesterol por un analogo
fotosensible, de propiedades semejantes a las del colesterol, ‘que se incor-
pora a las membranas celulares y también se esterifica intracelularmente.
Ya a las 4 horas de ser administrado intravenosamente a ratas se encuentra
ampliamente distribuido en todas las fracciones subcelulares (8 % del coles-
terol microsomal y menos del 3 % en forma de ésteres) Al mismo tiempo,
hay pérdida de actividad reductasa y un incremento, al doble, de la acilCoA;
colesterol acil transferasa, encontrada de lo que opinan Sipat y col. (181).
As{ pues ambas actividades estarian reciprocamente coordinadas. Descar-
tan la posible influencia de los esteres del colesterol (en contra de otros
autores) en la regulacién de la reductasa dada la casi despreciable con-

centracién de ésteres existente en sus condiciones experimentales.
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Por (ltimo, estudios muy recientes (183) sobre regulacién
de la HMG-CoA reductasa en cultivos de células C-6-gliales indican que la
actividad de esta enzima microsomal sé inhibe por modificacién de la com-
posicidon en fosfolfpidos de la membrana. L.a posibilidad de que la actividad
catalftica de la reductasa sea directamente dependiente de fosfollpidos se
sugiere por el hecho de que la reductasa purificada tenga |ipidos asocia-

dos (116).

1. E. 3.- Otros factores que influyen sobre la HMG-CoA reductasa

Ademas de la inhibicién "feed-back! de la reductasa lle-
vada a cabo por el colesterol, existen numerosas pruebas de la que la en-
zima se ve afectada por otras sustancias, mis o menos relacionadas con el
propio colesterol. En este aspecto debemos destacar que el efecto del co-
lesterol usado habitualmente en experimentacién es superior al del coleste-
rol altamente purificado, habiéndose observado la acumulacidén de derivados
oxigenados del mismo cuando el producto se mantiene cierto tiempo al aire
(134). La mayor accibén inhibidora de los derivados oxigenados del colesterol
sobre la reductasa esta apuntada por numerosos autores (118, 184). Muchos
esteroides suministrados al raton 6 afiladidos a un medio de cultivo de celu-
las suprimen la actividad reductasa al menos con la misma efectividad que
i o hace el propio colesterol. En este sentido, se ha postulado que las lipo-
protefnas y el colesterol producen una disminucidn de la actividad reducta-

sa en virtual de una expontanea oxidacién del colesterol (118).

Brow y Goldstein (185) concluyen que se requiere la pre-
. ’ . es , e !
sencia de un oxigeno en posicidn 3 del nlcleo esteroide para regular la ac-

tividad reductasa.
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También existen dos potentes inhibidores de la reductasa
que corresponden a intermediarios del catabolismo del colesterol y son el
7 a -hidroxicolesterol, primer intermediario en la producién hepatica de
Acidos biliares, y el 20 a -hidroxicolesterol y, primer intermediario en la
produccién de hormonas esteroidicas (118, 158). Asi pues la regulacibén
de la sfntesis de colesterol en diferentes organos puede variar depéhdien—
do de los productos finales eliminados, como son los 4cidos biliares en in-

. - ’ .
testino y las hormonas esteroidicas en las glandulas endocrinas.

Estudiando el efecto que produce una dieta de proteinas, se
ha observado pequefios cambios en el colesterol plasmético tanto en pollo
como en hombre, mientras que en conejo los cambios son muy significativos.
Por otra parte, en hombre, conejo y polio, durante el ayuno se eleva el co-

lesterol plasmético (95).

Se ha demostrado que las lipoproteinas juegan un papel im-
portante en la regulacibn de la biosintesis de colesterol. Asi muchos auto-
res indican que las Ii'poproteinas LDL o VL.DL ricas en colesterol reprimen
la actividad reductasa (119, 126, 185, 186). Sin embargo las lipoproteinas

HDL unidas a colestero! son menos efectivas en esta inhibicién (185).

Parece ser que los mecanismos de accibn de estos comple-
jos de lipoproteinas estan relacionadas con la afinidad a receptores de mem-
branaque modificarfan la HMG-CoA reductasa. No obstante estos mecanis-

mos no se conocen con seguridad (185, 187).

En lo que se refiere al papel de la bilis, en rata se ha visto
que presenta una proteina que inhibe la capacidad hepética para formar coles-
terol a partir de acetato pero no de mevalonato (i 18). El efecto de esta pro-

tefna sobre la HMG-CoA reductasa hepética esta demostrado por observaciones
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de McNamora y Rodwell (109). Tambien se ha detectado una proteina inhi-
bidora de la reductasa en bilis bovina por estos mismos autores. En nin-

gun caso se conoce el mecanismo de esta inhibicién.

En general, aunque es un tema polémico, parece ser que
los acidos biliares no regulan la reductasa hepética pero si la colesterogée-
nesis intestinal. observandose que la favorecen (188). La entrada de coles-
terol en las celulas del intestino se facilita por los &cidos biliares y por
consiguiente, ambos juegan un papel en la regulacibén de la HMG-CoA reduc-
tasa intestinal, no obstante una correlacidn directa entre la cantidad de coles-
terol 6 4cido biliar y la alteracién en la actividad HMG-CoA reductasa no ha

sido observada "in vitro!" (189).

Existen muchos méas inhibidores o activadores de la HMG-CoA
reductasa que se han descrito pero en general no se conoce su mecanismo de
accion (118).

Del efecto de las hormonas sobrela actividad reductasa hepi-

tica se conoce muy poco ( 200 ). Un resumen del mismo se expone a continua =

cion.

Entre las hormonas pancreaticas se ha observado que des-
pues de inyectar insulina a ratas normales se elevan tanto la actividad reduc-

tasa como la sintesis de colesterol (190).

La actividad es mixima despues de dos horas, decreciendo

a los niveles del pretratamiento a las 6 horas.

En ratas diabeticas la actividad reductasa es muy baja sin

embargo, la inyeccién de insulina produce una actividad reductasa maxima
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comparable a la de animales normales (190). Se ha observado que la esti-
mulacidbn de reductasa por medio de insulina se bloquea parcialmente por

glucagon (191).

E| efecto que la insulina tiene sobre el ritmo en ratas diabé-
ticas se interpreta segin los resultados de algunos investigadores (192) como
que la insulina promueve la sintesis de proteina reductasa. Otros autores
(193) indican que la insulina no se requiere para los cambios de actividad

reductasa inducida ' por la dieta.

El glucagon actuaria como un antagonista de la accién de
la insulina y la triyodo tironina (190). En ratas normales una inyeccibén de glu-
cagon 6-16 horas antes del maximo diurno, inhibe este aumento diurno (191,
192, 194). Al parecer el glucagbn acta limitando el incremento de actividad

reductasa iniciado por otras hormonas.

Entre las hormonas del tiroides, la triyodotironina estimula
la actividad reductasa, siendo necesarias 30 horas para que se noten sus
efectos. Esta alcanza entonces un nivel ligeramente superior al normal que
persiste al menos unas 32 horas més (195 ). Ness y col. (196 )sugieren que
la estimulacién de la actividad reductasa por triyodotironina puede estar li-
mitada por un elemento de control negativo, posiblemene hidrocortisona o

glucagbn

En el caso de hormonas adrenales, la utilizacién de ratas
adrenalectomizédas para establecer el papel fisiolbgico de estas hormonas
sobre la actividad reductasa proporciona datos conflictivos. La adrenalec-
tomia parece elevar arritmicamente la incorporacién de acetato a colesterol
(197), causar descenso arritmico de la actividad Eeductasa (198) y no tener

efecto sobre el nivel de actividad reductasa ni sobre su ritmo. A pesar de estas
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contradicciones, resumimos los efectos de las hormonas adrenales (118).

A lo largo del dia varia el nivel plasméatico de corticostero-
na, con un ritmo cuyo pico aparece 6 horas antes que el de la reductasa.
Hickman y col. (197) han sugerido que la corticosterona podria actuar como
un regulador negativo de la sn'nfesis de colesterol. No obstante.la ilumina-
cibn continua elimina el ritmo de la corticosterona plasméatica pero no el de

la reductasa (118).

El aumento de la actividad reductasa por T_ en ratas hipo-

3
fisectomizadas, puede inhibirse mediante una inyeccién posterior de hidro-~
cortisona (191). En ratas diabéticas una inyeccidén previa de hidrocortisona
inhibe el 85 % del aumento de actividad que sigue normalmente a una inyeccién
de insulina (191) e inhibe adem4s el 90 % del incremento diurno (192). A pe-

sar de ello, el aumento de la actividad reductasa en ratas normales causado

por adrenalina no se suprime por inyeccién simultinea de hidrocortisona.

La adrenalina aumenta la actividad reductasa en ratas nor-

males, pero no en ratas adrenalectomizadas o hipofisectomizadas. (198).

Cuando se inyecta noradrenalina a ratas normales, la incor-
poracién de acetato a colesterol se duplica en 12 horas (199). El mismo tiem-
po después de una inyeccibn de noradrenalina a ratas adrenalectomizadas la
actividad reductasa hepatica aumenta un 30 % (198). En trabajos recientes se
ha observado que la noradrenalina inhibe la secrecién de colesterol y lipopro-

teinas, aumentando la actividad reductasa.

En lo que se refiere a las hormonas sexuales, los estrbgenos,
la progesterona y los andrbgenos pueden suprimir la actividad reductasa cuan-

do se afiaden a un medio de cultivo de fibroblastos humanos (201) o bien cuando
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son ingeridas o inyectadas en ratas y mono (202, 203). Sin embargo no esta

claro si estas hormonas actdan como tales o como anilogas del colesterol.

En resumen aungque son necesarios mas datos para emitir un
modelo fidedigno del papel de las hormonas en la regulacién de la actividad
reductasa, la evidencia presente sugiere que las hormonas ilevan a cabo. es-

queméaticamente, tres tipos de operaciones basicas:

1.- Elementos de control positivo: factores que originan un
incremento en la sintesis y /o la actividad catalitica de la reductasa (insuli-

na y posiblemente las hormonas tiroideas).

2. - Elementos permisivos: factores que deben estar presen-
tes para que la sintesis y / o la activacién tengan lugar (hormonas tiroideas ,

y posiblemente insulina).

3.- Elementos de control negativo: factores que impiden un
incremento, o bien originan una disminucion de la sintesis y / o expresibn

de la actividad (hidrocortisona, y glucagbn).

En la actualidad la informacién que hay es insuficiente para
decidir entre uno u otro patrdén de interaccién de entre estas tres clases de

efectos que explique adecuadamente la regulacién de la reductasa{118).



Il PLAN DE TRABAJO
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A la vista de los antecedentes bibliograficos expuestos y de
los trabajos anteriormente desarrollados en nuestro Departamento se plan-

ted el siguiente plan general de trabajo:

1.- Puesta a punto de la determinacidon de la actividad
HMG-CoA reductasa de diferentes érganos de pollo
recien nacido. En este apartado se incluyen todos
los condicionamientos para el asilamiento de la reac-

cibn enziméatica por métodos radioisotdpicos.

2.- Estudio de la evolucidn de la actividad HMG-CoA re-
ductasa de hfgado, cerebro y asa duodenal a lo largo

del desarrollo postnatal del pollo.

3.- Establecimiento de la influencia que el colesterol su-
plementado a la dieta puede tener sobre la actividad

reductasa en los 6rganos y edades antes mencionados.

. . ., 14 .
4.- Estudio de la incorporacién de = C-acetato a lipidos
insaponificables por cortes o fragmentos de los érga-
nos anteriormente citados. Influencia del colesterol

sobre dicha incorporacibn.

5.- Estudio de la composicibén lipidica microsomal a lo lar-
go de la edad en hfgado, cerebro y asa duodenal de po-

llo. Influencia del colesterol 'sobre dicha composicién.
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Establecimiento de las variaciones de la relacidn
molar colesterol / fdsforo lipidico como un fndice
de la fluidez de tas membranas y su relaciébn con la

HMG-CoA reductasa.



Il PARTE EXPERIMENTAL
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3.A.- MATERIAL

3. A. 1.~ Material biolbgico

Se utilizaron pollos machos, Gallus domesticus, raza

Leghorn Blanca (denominacién comercial: Shaver Star Cross — 288), su-
ministrados por Avigrana S.A. El| personal espezializado de la referida

entidad determind el sexo de los animales recien nacidos.

L.as experiencias se realizaron en pollos con edades com-

prendidas entre 0 y 16 dfas.

3.A. 2.- Acondicionamiento de los animales.

Desde el dia del nacimiento los animales se colocaron en
jaulas dotadas de bebedores automaticos y comederos suficientemente am-
plios que permitian una alimentacién "ad libitum" de los pollos. En condi-
ciones normales, sel utilizé una dieta estandar para "Pollitos Arranque"'

(Sanders A-00).

La habitacién, sin ventanas, se iluminaba mediante 8 tubos
fluorescentes de 20 watios cada uno, situados frente a las jaulas. La ilu-
minacién a que eran sometidos los animales presentaba un periodo de luz
de 12 horas, temporizado automaticamente. Para mayor comodidad este
ciclo diurno artifical se hizo coincidir aproximadamente con el natural co-

rrigiendose segun el horario oficial.

La ventilacién se consegufa mediante un extractor automi-

tizado.
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3. A. 3.- Productos

Todos los compuestos radiactivos que se utilizaron fueron

suministrados por Radiochemical Centre (Amersham).

Como sustrato de la reaccidn enzimatica se utilizd 3-Hidro-
. " 14 . . .
xi-3 metil- 3- C glutaril - Coenzima A, y como estandar interno DL~
3 e .
2-"H mevalonolactona. Para cuantificar la recuperacidén en la cromato-

. PP . 4 .
grafia, se requirid asimismo acido DL - 2-l C mevalonico.

En el caso de la incorporacibén de acetato, se lleva a cabo
14 . .- . 3
con 1- C -acetato sbdico, utilizdndose como estandar interno 7(n) - H

colesterol.

En lo que se refiere a productos no marcados, se han utili-

zado HMGCoA, G6P, EDTA y DTT de la casa Sigma Chemical Co. (UsA).

Laenzima G 6PDH (grado |) y el coenzima NADP fueron su-
ministrados por la casa Boehringer (Mannheim). Mientras no se especifique
lo contrario los restantes productos utilizados procedian de la casa Merck

(Darmstand) y Carlo-Erba (Milan).

3. A. 4. - Aparatos

Centrifugacién. - Para la preparacién de suspensiones microsomales, se

utilizéd una centrifuga refrigerada Beckman j-21B y para la obtencidon final

de microsomas una ultracentrifuga preparativa Beckman L 3-50.

L.a sedimentacibén de proteinas necesaria‘'tras la reaccibén

enziméitica se realizé en una microfuga tipo B, Beckman.
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Las centrifugaciones realizadas a bajas revoluciones se

hicieron en un sistema refrigerado MSE, modelo Mistral 6L

Espectrometria. - L.as determinaciones colorimétricas se realizaron en

un fotocolorimetro Bausch-Lomb modelo Spectronic-20. Las determinacio-
. .. 14 3 ]
nes isotopicas de C y H se llevaron a cabo en un equipo de centelleo

ITquido Philips Mod-PW 5410,

Termostatizacidén y gaseo. - Durante la reaccibén enziméitica la temperatu-

ra se mantuvo constante mediante termostatos tipo "fuerabordas' Tecam

Tempunit (precisiéon = + 0.12C).

L.as incubaciones de los cortes de tejidos para el estudio
de la incorporacién de acetato se realizaron en aparatos Gallenkamp

IH-350, dotados de sistemas de agitacién.

En la determinacién de fosfolfpidos, las digestiones se lle-

varon a cabo en un bafio de arena Invester.

Todos los gases utilizados fueron de gran pureza y suminis-

trados por Oximesa S. A.

Aparatos de medida auxiliar.- Las pesadas de los reactivos se realiza-

ron en una balanza Mettler H20T (P max = 160 g« d= 0.01 mg). Para pe-

sadas no tan finas se utilizd una balanza Sartorius (Pmax=160g - d=0.1g )

Los pequefios vollmenes utilizados en diversas técnicas se mi-
dieron con micropipetas "Emil-Works!" de enrasado automéitico por estran-

gulamiento (autocero High precision).
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Para determinar el pH se empled un aparato Beckman

Expandomatic SS-2 (pH + 0. 005).

Otros. - E| tejido bioldgico se homogenizd en un "Potter! mecanico (MSE)

con pistilo de vidrio.

Los cortes de tejido se realizaron con un microtomo: manual

C.A. Thomas Co. Filadelfia y cuchillas n? 7 120 D.

Para la reaccidn enzimética se utilizaron tubos de polietile-

no Beckman de 400 pul, desechables y con cierre hermético.

Para la agitacién de los tubos se empled un agitador

Whirlimixer de la firma Fisous Scientific Apparatus Limited.

Los lipidos insaponificables disueltos en éter de petroleo

se llevaron a sequedad en un Rotavapor "R" de la firma Biichi.

|_os datos experimentales se procesaron en una Programa-

dora Olivetti P-101.
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3.8.- METODOS

3.8.1.~ Aislamiento de microsomas

En el trabajo que hemos realizado, se ha estudiado entre
otras cosas, la actividad del enzima HMGCoA-Reductasa de la que se sa-
be por numerosas experiencias (118) que se trata de un enzima ligado a
membranas y mas exactamente a aquellas que corresponde a la fraccién
microsonal. Por todo esto, previo a la determinacién de la actividad, es
necesario aislar por centrifugacién diferencial estas membranas denomi-
nadas usualmente "membranas microsomales!" due corresponden a frag-
mentos del reticulo endoplasméatico liso y rugoso, ribosomas, y aparato

de Golgi.

Se ha seguido el procedimiento descrito por Dugan y col.

(141) con ligeras modificaciones.

Los animales se mataron por decapitacién, extrayendoseles
el ceréebro, higado y zona intestinal correspondiente al asa duo-
denal . En el caso del hfgado hay que tener cuidado de que no se arras-

. . 4 o g
tre consigo ni se rompa la vesicula biliar.

Una vez secos y pesados los organos, se trocearon y se co-
locaron en tubos de homogenizacién con un tampdén fosfato potasico 50 mM
pH = 7.4 que contenfa ademis una serie de protectores (EDTA 30 mM |
CINa 250 MM y DTT 1 mM) en una proporcién peso tejido / vol. tampén
1/3. La preparacibén del ‘tampdn requiere una serié de consideraciones
debido a que el EDTA basifica considerablemente el medio. Por ello, ' se

disuelven los protectores EDTA, CINa y DTT en un volumen pequefio de
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PO4 H2 K 50 mM hasta conseguir un pH = 7. 4 enrasando luego con tam-

pén fosfato pH = 7.4 50 mM hasta un volumen adecuado.

Los tubos se mantuvieron durante este proceso y los siguien-
tes, en un bafio agua-hielo con idea de evitar que las modificaciones térmi-
cas ambientales introdujeranvariaciones no controladas de actividad. Segui-

damente se homogeneizaron los tejidos en un potter mecanico.

Los extractos obtenidos por homogeneizacién, se sometieron
a una primera centrifugacién a 5. 000 x g durante 15 minutos a 42 C de la que
se desechd el sedimento (nlcleos, celulas enteras, restos celulares grose-
ros etc.) y el sobrenadante fué sometido a una nueva centrifugacion a
15.000 x g durante 15 minutos a 42 C. lgualmente se desechd el sedimen-
tp (mitocondrias, lisosomas y microcuerpos) tomandose el nuevo sobrena-
dante y centrifugandolo por Gltima vez a 105.000 x g durante 60 minutos
a 4°C. E| sobrenadante obtenido se desechd y se tomb el sedimento que co-
rresponde a la fraccién microsomal, resuspendiéndose en 1 ml del mismo
tampdn utilizando durante la extraccién. Estas suspensiones microsomales

se guadaron a 42C hasta el momento de la reaccion.

La determinacién proteica de las suspensiones microsoma-
les se realizd siguiendo el método de Lowry vy col.(204) basado en la aso-
ciacidén de las reacciones de Biuret y de Folin, la primera caracteristica
de los enlaces peptl'dicos y la segunda del grupo fendlico de los restos de

tirosina.

3.8. 2. - Determinacién de la actividad HMGCoA-Reductasa

Se ha utilizado el método radiactivo desarrollado por Sha-

piro y Rodwell (135) con muy pequefias modificaciones.



- 85 -

3.B. 2. 1. - Fundamento

En esta técnica se mide la incorporaciéon de radiactividad
.de! sustrato marcado ( MC - HMG-CoA) al producto de la reaccién (Me-
valonato). Normalmente se incluye un estandar interno de marcado distin-
to ( 3H - mevalonato) con idea de corregir las perdidas durante el ais-

lamiento ulterior del producto formado.

Debido al aporte considerable de coenzima reducido que se
requiere en la reaccién (2 moléculas de NADPH + ‘_H+por~ molécula de sus-
trato transformado), frecuentemente se recurre a un sistema enziméatico
acoplado, que regenera los equivalentes de reduccién gastados, a un ritmo
adecuado. El sistema regenerante utilizado en nuestro caso esta integrado
por Glucosa-6-P, glucosa-6-P-deshidrogenasa y NADP* de tal manera
que el coenzima oxidado durante la conversién de HMG-CoA en mevalonato

es reducido de nuevé mediante la siguiente reaccidn.
Glucosa -6 - P + NADP"'{=} 6-fosfoglucono - d - lactona NADPH +H*

Una vez transcurrida la reaccién, las mezclas son acidifica-
das con un doble objeto : inactivar la reductasa y convertir el acido mevalb-
nico en su S-Iactona, la cual presenta una polaridad sensiblemente menor
que la del sustrato (HMG-CoA) y sus hidrolizados, pudiendose entonces se-
parar por una técnica cromatografica el producto y el sustrato de la reac-
cidén. Posteriormente los 3H - mevalono lactona y 1“C - mevalonolac-
tona pueden cuantificarse por separado mediante espectroscopia de cente~

lleo liquido.
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3.B. 2. 2. - Soluciones utilizadas

Tampo’n fosfato potasico 50 mM, pH 7.4, conteniendo EDTA

30 mM, CINa 250 mM, y DTT 1 mM.

Sistema regenerante: se prepard extemporaneamente y de
manera que en 25 }Jl hubiera 4.5 umoles de G6P, 0.3 u. i. de G6P-DH y

450 nmoles de NADPt disueltos en el tampo’n fosfato anteriormente citado.

Disolucién del sustrato: se prepard de tal forma que en
25 »Jl existieran las proporciones adecuadas de sustrato marcado y no mar-
cado y una concentraciéon de 50 nmoles. L.a radiactividad especifica del sus-
trato marcado estaba comprendida entre 1000 y 5550 dpm/nmol. Como disol-
vente se utilizd tampdn fosfato potasico 50 mM pH = 5.8 la disolucibén se con-

a

servd congelada a -20°C.

Solucibén de mevalonolactona:se prepard una solucién tampo-
nada de mevalonolactona y 3H -mevalonolactona tal que en 25 ul hubiera
0.78 mg de' lactona y entre 40,000 - 160. 000 dpm de 3H-Iactona, la mevalo-
nolactona vy la 3H mevalonolactona se conservaron en soluciones bencénicas
o toluénicas a -202C. Para su utilizacidon, se evaporaron extemporaneamente

volUmenes adecuados bajo corriente de N_ y se resuspendieron en el tampon

2
de extraccibn.

3. B. 2.3.- Reaccibn enziméatica

L.a mezcla de reaccibébn contiene un volumen total de 150 pnl

siendo el procedimiento general seguido el que vamos a ver.
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100 gl de una suspensidn microsomal con un contenido
protéico de 2-4 mg/ml, se afadid a los tubos de reaccién (tubos desecha-
bles de 400 ul con tapbén), y se preincubaron estos a 372C durante 5 minu-
tos. Seguidamente se inicid la reaccidn por adicién de 25 ul de solucibn
de HMG-CoA marcado (sustratd y 25 ul de sistema regenerante, cerran-

dose los tubos y tras una ligera agitacién se incubaron 30 minutos a 37°C.

Pasado el tiempo, se detuvo la reaccibén con 25 ul de CIH
10 N, afladiendole tambien 25 ul de solucibén de 3H mevalonolactona. Los
tubos cuyo volumenahora erade 200 ul se mantuvieron otros 30 minutos a
372C para facilitar ta completa lactonizacién de! mevalonato formado duran-
te la reaccibn. Por Gltimo,seicentrifugaronios tubos durante 1 minuto a
1000 x g en una microfuga, con el fin de sedimentar las proteinas y se con-

servaron luego en frio hasta el momento de la cromatografia en capa fina.

3. B. 2.4.- Aislamiento y medida. de! producto de la reaccidén

" Como ya hemos indicado, el producto de la reaccibén, debido
a su distinta polaridad con el sustrato puede separarse facilmente por cro-
matografia. Nosotros hemos seguido una técnica cromatografica en capa

fina.

Para ello, se prepararon las placas de la forma siguiente:
sobre un extensor ShandonUnoplan se colocaron placas de vidrio de 5 x 20 cm
y se desengrasaron con acetona. Por otro lado se pesaron 50g de silicagel G
tipo 60 y se le aRadieron 100 ml de agua destilada. L.a meztia se agitbvigoro-
samente durante 1.5 - 1.5 minutos (segin la persona) y se vertid la suspen-
sién en un dispositivo distribuidor, ajustado para dar un:\ espesor de placa
de aproximadamente 0.4 mm, extendiéndose el contenido uniformemente so-

bre las placas.Estas sedejaronenfriar al aire completamente y se colocaron
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en una gradilla especial colocandose en una estufa a 1102C durante una

hora como minimo para su activacion.

Sobre estas placas activadas, y a unos 2 cmdel borde infe-
rior de la placa,se aplicaron 100 ul de cada uno de los tubos de reaccibn.
Una vez secas las muestras, se introdujeron en cubetas de cromatografia
donde previamente se habia afadido una mezcla de benceno-acetona (1:1),
permaneciendo la cubeta cerrada con anterioridad al menos 1 hora para
conseguir una perfecta saturacién. Las placas se desarroliaron casl hasta

el extremo superior de las mismas, sacandose y dejandolas secar.

Para visualizar las sustancias en las placas, se puede reve-
lar con iodo, pero en nuestro caso esto tenia un inconveniente y era que el
iodo no se eliminaba de una forma total de la placa a pesar de parecerlo
externamente apareciendo un poco de color en el vial de centelleo lo que
daba lugar a un descenso en la eficiencia de contaje. Por todo ello, du-
rante la puesta a punto de la técnica se determind el Rf correspondiente
a la MVA-. lactona (0. 38 - 0. 70) raspahdose esta zona sisteméticamente y
colocépdola en los viales de centelleo a los que se le afiadié 10 ml de {fqui-
do de centelleo (7 g de PPO, 0.3 g de dimetil-POPOP y 100 g de Naftale-
no en un litro de Dioxano). Se agitaron durante 15 segundos y se llevaron

a medir en un contador de centelieo Ifquido.

En cada experiencia junto con los viales problema se prepa-
. . ... 3
raron dos viales conteniendo 20 ul de soluciébn H -MVA-L.actona y una
. 14 . . .
cantidad de C -MVA con una radiactividad de 3-6 veces menor, consti-

tuyendo estos viales el patron de tritio.
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3.B.2.5.- Calculos

La actividad especffica del enzima se calcula en cada caso

segun la expresidn siguiente:

3 14
Ae = Dpm 3H p X Dpm C m p moles . min-1. mg de prot.

Dpm H m X Re x P x T

Ae = actividad especifica de la HMG-CoA -Reductasa

3 . . . 3 .
Dpm H p = desintegraciones por minuto del H medido en
el patrbén.
3 . . . 3 .
Dpm H m = desintegraciones por minuto del H medido en el
problema.
14

Dpm C m =desintegraciones por minuto del 14C medido en
el problema.

Re = radiactividad especifica del MHG-CoA en Dpm / pmol

P = mg de proteina puesta en el tubo de reaccibn.

T = tiempo en minutos.

Los valores obtenidos (media f error estandar de la media)
corresponden a 2-3 experiencias con un minimo de 4 determinaciones cada

una, siendo los extractos, mezcla de 5 pollos.

3.B. 3. - Incorporacidén de acetato a |lipidos insaponificables

3.B. 3. 1. - Fundamento

Estudios de K. Bloch, G. Popjak y J. Cdrnforth sobre bio-
sintesis de colesterol a partir de acetato . marcado:. en el grupo metilo

o el carboxilo revelaron que ambos dtomos de carbono del &cido acético se
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incorporaban a colesterol en cantidades aproximadamente iguales; de hecho

todos los Atomos de carbono del colesterol proceden del acetato.

Teniendo esto presente, hemos trabajado con cortes de te-
. . 4 . . g
jido incorporando - l-1 C -Acetato a Ifpidos insaponificables entre los

que se encuentra el colesterol.

14
De los estudios antes mencionados se deduce que el 1- C

Acetato da lugar a colesterol marcado de la forma siguiente;

H
H — C — 00  ————
H HO
Acetato Colesterol

3.8B. 3. 2. - Soluciones utilizadas

a) Tampbdn Krebs-Ringer bicarbonato pH = 7.4 .- Para su

preparacidén se utilizaron las siguientes disoluciones:

120 ml de cloruro sbdico 18%

96 ml de cloruro potasico 1.15 9
18.5 ml de fosfato monopotasico 0. 2 M
24 m| de sulfato magnésico 3.82

72 ml de cloruro calcico 0. 11 M

72 ml de bicarbonato sédico 1.3 %

2280 m| de agua destilada



- 91 -
4
b) l—] C - Acetato

14 . .
C -Acetato se prepard. a partir de ace-

La solucién de 1-
tato sébdico suministrado en forma de polvo liofilizado, disolviendo en
agua destilada hasta obtener un br'epar'ado con una actividad de 50 yCi/mI
que correspondia a una concentracién de 0.87 uCi/ml. La solucidn asi

preparada se mantuvo a - 202C hasta su utilizacién.

3.8.3.3.- Obtencién e incubacidn de los cortes

Los 6rganos se extrajeron del pollo muerto por decapitacidn
Yy se pusieron en tampon Krebs-bicarbonato frio. Una vez limpios se hicie-

ron los cortes con un microtomo.

Para la incubacidn se utilizaron matraces cbnicos de 25 ml

de capacidad con tubuladura lateral,.

Los cortes de higado o porciones de intestino (peso entre
50-100 mg) se colocaron en el matraz junto con 3 ml de Krebs-bicarbonato

y 2.5 uCi de acetato.

Las incubaciones se realizaron en un incubador metabblico
a 66 oscilaciones / min. durante 1 hora.Durante todo este tiempo los ma-

traces eran gaseados con carbbégeno (95 % 0. y 5 COZ).

2

Pasado este periodo se detuvo el proceso afadiendo 20 ml
de KOH etandlica al 8% recien preparada y 3H ~colesterol como estandar
interno en una cantidad equivalente en dom. a unas 3-6 veces las d.p.m.
esperadas de 14C con objeto de conocer el rendimiento 'de la extraccibén
de los Ifquidos insaponificables, corrigiendo de esta manera el defecto co-

metido en las posibles pérdidas.
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3.B. 3. 4. - Obtencidn de los Ilpidos insaponificables

La saponificacién de los lipidos se llevd a cabo durante
toda la noche. Al dia siguiente el contenido del matraz se virtidé en un
embudo de decantacidn y se procedid a la extraccion de los |fpidos insapo-

nificables.

Se lavd el matraz con 20 ml de agua destilada y 25 ml de
eter de petrdleo (Panreac), gue se afiadieron al embudo de decantacibdn.
Tras agitar vigorosamente y dejar decantar, se recogib la fase superior
organica, que contenia los Ifpidos insaponificables. Los que pudieran
quedar en la fase acuosa se extrajeron dos veces con 25 ml de éter de pe-

trbleo.

Las fases organicas reunidas se lavaron tres veces con
20 mi de agua destila, affadiendo unos ml de una solucibén saturada de
CiNa, que favorece la rapida separacibon entre las dos fases de los com-

puestos hidro y liposolubles.

A la fase organica resultante, recogida en un matraz Erlen-

meyer, se le afiadld SO,Na, anhidro (Panreac) como desecante. Después

4 "2

de un minimo de 30 minutos se elimind el SO4 Na2 filtrando a través de
un embudo con placa porosa, succionando con una bomba de agua, Yy reco-

giendo la fase organica sobre un matraz de fondo redondo.

E| contenido del matraz se llevd a sequedad ' en. un rotava-
por. Seguidamente se redisolvieron estos |fpidos insaponificables en eter
etllico y se trasvasaron a un vial. Se evapord el eter sobre una superfi-
cie a 40 °C, volviendo a redisolver en 1 ml de cloroformo del cual, en el

caso del hfgado, se tomaron dos allfcuotas de 0. 1 ml que se depositaron
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en sendos viales, y en el caso del intestino se tomaron 0.5 ml. Estos via-
I es se colocaron sobre una superficie a 60°2C para la evaporacidén del clo-
roformo y una vez frios se le afiadieron 10 ml de ITquido de centelleo, com-
puesto por:

Tolueno : 1

Metanol : 1

PPO :2g/l

POPOP . 0.02 g/I.

Los viales se agitaron en un agitador durante IOY segundos
midiéndose el contenido en 14C y 3H en un contador de centelleo ITquido,
ajustando de forma adecuada los discriminadores de ambos canales ( del
MC y del 3H) y considerando la eficiencia de contaje del “’C y del 3H de

uno y otro canal.

3.8. 3.5. - Calculos.

4 3
C = d.p.m. ! C xd.p.m. H esperados

d.p.m 3H medidas r xP x T x A

. . -1
C= Concentracidén de acetato incorporado en nmoles por g

por h_
V = volumen utilizado en ml|
P = peso de tejido en gramos
T = Tiempo de incubacién en horas
A = Actividad especifica en dpm/ nmol

4 : ] 14
d.p.m ! C = desintegraciones por minuto medidas debido al C

LLos valores que se dan corresponden a mezcla de 5 pollos con

4 determinaciones, obteniendo la media + S.E.M.
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3.B. 4. 4. - Extraccibén de |Ipidos microsomales

Se tomaron dos alfcuotas de la suspensibn de microsomas
con una concentracibén de protel'r_\as de 1-2 mg/ml, tratdndose con CI04H
0.6 N para dar una concentraciéon final de O. 3 N y se centrifugd a 0-4°C
a 1.000 x g durante 15 minutos. Siguiendo la técnica de Santiago y col.
(205), se extrajeron los |ipidos del precipitado de la forma siguiente : se
afhadid a éste 1 ml de la mezcla cloroformo:metanol:acido clorhidrico (200:
100:1), removiendo con una varilla de vidrio varias veces durante media
hora. A continuacién se afadieron 3 ml de CIH 0. IN y se centrifugd a
1.000 x 9 durante 25 minutos. De las tres fases separadas, la fase acuo-
sa se elimind succionando con una pipeta Pasteur. E| paquete de protei-
nas, que constituyen la fas’e intermedia, se separd de la fase clorofdrmica
por una cuidadosa decantacién a un tubo de boca esmerilada donde se guar-
ddé a 02C; mientras que las proteinas de la interfase se sometieron a una
segunda extraccibén siguiendo el mismo procedimiento, y la fase clorofér-
mica de esta segunda extraccién se mezclb con la procedente de la prime-
ra IIeVa'ndos'e a sequedad bajo corriente de nitrégeno; seguidamente se

redisolvieron estos Ifpidos totales en un volumen adecuado con cloroformo.

3.8.5.- Determinacibdn de colesterol

Para la determinacidn de colesterol se siguid el método de

Carv (206) y Martenson ( 207).

3.B.5. 1. - Fundamento

Se trata de una reaccibn colorimétrica basada en la reaccibn

de Lieberman-Burchard ;donde el colesterol en presencia de acido sulfirico
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concentrado y anhidrido acético, sufre una deshidratacién, condensacibn
e isomerizacién dando como resultado final la aparicién de compuestos co-

loreados con un maximo de absorcidén a 625 nm.

3.B.5. 2. - Disoluciones utilizadas

Solucidn patrén de colesterol : 1 mg/ml en cloroformo.
Reactivo A: mezcla extemporanea de anhidrido acetico: acido sulflrico (10:1)
preparada de la forma siguiente: A 80 ml de anhidrido acético previamen-
te enfriado a 42C, se le agrega lentamente y bajo chorro de agua fria 8 ml
de sulflrico concentrado. Terminada esta operacibn se homogeniza bien

la mezcla, comprobando que esté exenta de todo color.

3.B.5. 3. - Determinacidén de colesterol total

Del extracto Ifpidico se toma una alfcuota del orden de 100 ]|
con micropipeta, |levdndose a sequedad bajo corriente de nitrégeno. De la
solucidén patrdn tomamos 25, 50 y 100 ul con micropipeta, llevando a seque-

dad de la misma forma.

Una vez secos tanto los problemas como los patrones, agre-
gamos 100 ul de cloroformo, agitando suavemente y comprobando que que-
da todo perfectamente disuelto. A continuacién agregamos a todos los tubos
3 mil del reactivo A. Se agitaﬁ estos en un agitador y se van disponiendo en
un bafio de agua a 252C. Se dejan reposar de 10-15 minutos al cabo de

los cuales se leen en un espectrofotdmetro a 625 nm.
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3.B. 5. 4. - Determinacidon de colesterol libre y esterificado.

Para la separacién de colesterol librey esterificado del

extracto Ifpidico, hemos seguido la técnica de Corominas (208).

Se utilizaron placas de vidrio de 20 x 20 cm., de silicagel
G activadas durante una hora en estufa a 1102C. L.as muestras se coloca-
ron a 1.5 cm del borde inferior de la placa, tomando alfcuotas de 100 pl
del extrato Iipl’dico. Una vez secas las muestras aplicadas se introdujo la
placa en una campana de cromatografia de 56 x 56 cmdonde al menos 4h antes,
se habian colocado 100 ml de la mezcla cloroformo: benceno (60:40). El 1=
qui do se dejé ascender por la placa hasta 1 cm del borde superior(aproxi-
madamente 45 minutos). Una vez conseguido esto se sacd la placa y se se-

cb con secador con objeto de evitar el goteo y la difusidn posterior.

Inmediatamente después de secada la placa, se realizb el
revelado colocando la placa en una campana con iodo sublimado. El iodo
se sublima fijéndose a los dobles enlaces, apareciendo una mancha de tono

marrdn amarillento.

Mediante este sistema se separan los siguientes compuestos:
Esteres de colesterol, triglicéridos, colesterol libre, acidos grasos Yy

fosfollpidos
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Rf
- Colesterol esterificado D,67
. . | Triglicéridos 0,50
" Qg | Colesterol libre 0,11
, ‘ Acidos grasos 0,05

L M { Fosfollpidos 0, 00

——

L as manchas correspondiente a colesterol libre y esterifi-
cado se sefialan con ayuda de un punzdn, punteando alrededor de cada
mancha. Seguidamente se introducen en una estufa hasta conseguir |la desa-

paricibén del iodo.

L as zonas sefaladas correspondientes a colesterol libre y

esterificado se rasparon y se depositaron en sendos tubos de ensayo.

Para extraer ambos del silicagel se afadid 3 ml de la mez-
cla etanol: acetona : éter (1:1:1), se agité bien y se centrifugd 15 min a
1. 000 x 9. E! sobrenadante se decantd a otro tubo y el sedimento se vol-
vid a tratar con 3 ml de la mezcla repitiendose la extraccién. Finalmente

se juntaron los sobrenadantes y se llevaron a sequedad bajo corriente de
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nitrégeno determinandose el colesterol siguiendo el método descrito ante-

riormente.

3.B8.5.6.~ Calculos

La concentracidn de colesterol total se calculd a partir de:

DOTxaxV[_

V_|_><l=‘><Vi

donde:

Ct = pugr de colesterol por mg de protefna.

DOT = Densidad optica medida

a = pendiente de la recta de regresibn obtenida para la cur-

va patrén por minimos cuadrados en pg/ u.- D.O.

VL_= Volumen del extracto lipfdico en ml.

VT= Volumen en ml de la alicuota tomada del extracto lipl=
dico utilizado en la colorimetria.

Vi = alfcuota de la suspensidén microsomal de la que se parte
(m1)

P = concentracién de proteinas de la suspensiéon microsomal

(mg/m1).

La concentracidn de colesterol libre y esterificado, asl como

sus porcentajes relativos se estimaron segln

OL. \V AV
D xaxL DOExaL

VpxPxVi Vp.xF’Vi



donde;

pg de colesterol libre por mg de proteina microsomal

0
"

L

C
E

Mg de colesterol esterificado por mg de proteina micro-

somal

DOL = Densidad éptica debida al colesterol libre

DOE = Densidad éptica debida al colesterol esterificado

% CL=por~centaje de colesterol libre

% CE= porcentaje de colesterol esterificado.

a = pendiente de la reéta de regresibén obtenida para fa cur-
va patrdn por minimos cuadrados en 'pg/u.D.O.

V. = Volumen del extracto |fpidico en ml.

VT= Volumen en ml de la alicuota tomada del extracto |fpidi-
co utilizado en la colorimetria

Vi= alfcuota de la suspensién microsomal de Ié que se parte
(m1)

P = concentracién de proteinas de la suspensién microso-

mal (mg/mi).

3.B.6.- Determinacién de fosfollpidos

Para la determinaciéon de fdsforo total, se siguid el método

de Fiske y Subbarow ( 209 ) modificado por Barteett (210).

3.8B.6. 1. - Fundamento

. ' . ’ .
El fosfato presente reacciona con el acido molibdico para

. I'e . . . e
formar el acido fosfomolibdico el cual se reduce selectivamente por adicién

del aAcido 1-amino-2-naftol-3-sulfébnico para dar un color azul oscuro cuya
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intensidad medida a 830 nm es proporcional a la cantidad de fosforo pre-

sente,

3.B.6. 2. - Soluciones utilizadas

Solucibn patrbn:

Se prepara una disoluciéon de fosfato disddico en agua equi-

valente a 10¥ / ml de P.

Molibdato ambénico al 5 % (p/V):

Se disuelve 5 g de molibdato ambénico, completando hasta

un volumen total de 100 ml con acido sulfarico 2 M.

Reactivo de Fiske y Subarow:

En mortero se homogeneiza0.1g de 1-amino-2-naftol-3-
sulfénico 6 g de metabisulfito sbdico y 0.6 g de sulfito s6-
dico anhfdro. L.a mezcla se disuelve en agua completando
hasta un volumen de 50 mi. Para su perfecta disolucion hay

que calentar aproximadamente un minuto a bafio maria.

3.B. 6. 3. - Determinacidn de f8sforo total

Del extracto Ifpfdico se tomaron alicuotas del orden de 25-50
pl y de la solucibén patrén se tomaron 0. 15, 0.3 y 0.6 ml. Se agregaron
a todos los tubos 1.2 ml dé perclbérico del 70 %, dos gotas de molibdato
ambnico al 5 % y se completd hasta 2 ml con agua. Esta operacibén se rea-
lizd en tubos graduados de 10 ml lavados con detergente especial exento de

P. Los tubos se agitaron suavemente con la mano y se colocaron en un
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bafio de arena tapandose con bolas de cristal, dejando que suba la tem-
peratura hasta 180 2C para que el Acido perclbrico concentrado realice

la hidrdlisis. EI tiempo que debe estar a esta temperatura viene indicado
por el momento en que todos los tubos han perdido completamente el color
(aproximadamente 30 minutos). Se dejan enfriar y se afiade 0.4 m! de molib-
dato amdnico al 5 % y 0.4 ml de reactivo de Fiske y Subbarow, se comple-
ta con agua bidestilada a 10 ml, se agitan y se colocan a bafio marfa a
1002C durante 15 minutos para que aparezca el color azul. Finalmente se

dejan enfriar y se leen en un espectrofotédmetro a 830 nm.

3.B.6. 4. - Determinacidn de los principales fosfollpidos

Para la separacibén de los distintos fosfollpidos de las mem-

branas microsomales, se siguid la técnica de Vitiello and Zanetta (211 ).

Se utilizaron placas de vidrio de 20 x 20 cm de silicagel G
activadas. Las muestras se colocaron a 1.5 cm del borde inferior de la

placa, tomando una alfcuota del extracto lipidico de 50 Ml

El! desarrollo de la placa se llevd a cabo en cubetas de vi-
drio de 56 x 56 cm. El solvente empleado en este caso fué una mezcla de
acetato de etilo ;: n-propanol : cloroformo: metanol;: CIK 0.25 % en solu-
cidén acuosa (25:25:25:10:9). Para una perfecta separacibén, el solvente de-

be afladirse a la cubeta al menos 18 horas antes de meter las placas.

Se realizd una cromatografia ascendente convencional dejan-
do que el solvente llegara hasta el extremo superior de la placa( 100 mi-
nutos). Una vez conseguido, se séco’ la placa y se Eecd con secador, ase~
gurandose que estd perfectamente seca antes de revelarla con iodo. El

revelado se realizd igual que en el caso de la separacién de colesterol li-



- 102 -

bre y esterificado.

Una vez sefaladas las manchas correspondientes a cada
fosfollpido se elimina el iodo colocando la placa en una estufa. Esta que-

daria de la forma siguiente:

téfl Lipidos neutros 0,87

Sulfitidos 0,55

- : Fosfatidiletanolamina 0,37

Fosfatidilinositot 0, 21

!y Fosfatidilcolina 0,13
el Esfingomielina 0,07

Cada fosfollpido identificado se raspb de la placa y se re-
cogid en tubos graduados de 10 mi. siguiendo la técnica anteriormente des-
crita por la determinacién de fosfolipidos totales, introduciendo una sola
variante: una vez mantenidos los tubos durante 15 minutos al bafio maria,
se centri_fugardn éstos para que el silicagel no interfirieraenlamedida,

siendo el sobrenadante limpio lo que se lee en el espectrofotometro.

.
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3.8B.6.5. - Calculos

La cantidad de fésforo total se determind por la formula,

DOpt-= densidad 6ptica debida al fésforo total

a= pendiente de la recta de regresién obtenida para la curva
patrén por mfnimos cuadrados en ,Jg/ u. D.O.
VT= VMolumen en ml de la alfcuota tomada del extracto lipi-

dico utilizado en la colorimetria.

i

V
L

V.,
i

Volumen del extracto en ml.

]

'd . .
alicuota de la suspensidén microsomal de la que se parte
(m1).
. s . .
P = concentracidén de proteinas de la suspensibén microsomal

(mg/ml).

El c&lculo de la relacién molar colesterol /fésforo se deter-

. & e .
mino segun la expresion,

C x Paf

C/p =
P x Pmc

C= M9 colesterol por mg de proteina.

P= M9 féosforo por mg de proteina .

Pmc = Peso molecular de colesterol (388, 66).

Paf = Peso atdmico del fésforo (30, 9?) .

C/p = razdn molar colesterol /fdsforo .
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Para calcular la cantidad de cada fosfoll'pido y su porcen-

taje relativo se emplearon las ecuadiones

O
DO (x) xa x VL

P(x) =
P

chVix

P(x) x 100

% P (x) =
Plesq) P (pc) P (Pi) P (PE)

P(x) = g de fosforo por mg de proteflna microsomal del fos-

follpido X.
DO (x) = absorbancia debida al fosforo correspondiente a X
a = pendiente de la recta de regresibén obtenida para la curva
patrén por minimos cuadrados en ug/ u. D.O.
VL = Volumen de extracto lipidico en mi.
Ve = Alfcuota del extracto |fpidico cromatografiado en mi .

Vi = \Volumen de suspensién microsomal de lo que se parte

(ml1).
P = concentracidn de protefnas microsomales en mg/ml .

Las suspensiones microsonales de partida eran mezcla de cin-

co pollos.

En este caso y para todas las determinaciones colorimétricas

los valores obtenidos presentaron una variacibén inferior al 5 % .
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3.8B.7.- Medida de radiactividad correspondiente a dos isbtopos, 3H y

14 .
C, presentes en una misma muestra mediante centelleo Ifquido

Al trabajar con isbtopos del tipo 140 y 3H, debemos tener
presente que se trata de emisores B puros de baja energia con fenbmenos
de autoabsorcidn. Su medida se realiza en aparatos especiales que corres-
ponden a espectrometro de centelleo Ifquido, donde las particulas @ de la
muestran se encuentra en una disolucidén (evitando la autoabsorcién) con una
serie de moléculas organicas que presetan fenbmenos de fluorescencia al
excitarse por interacionar con la radiaciéon B . Esta emisién de luz es
captada por el aparato (tubo fotomultiplicador) originando un impulso eléc-
trico detectable ("cuenta"). La altura del impulso es proporcional a la ener-
gia de la particula; asf, las particulas@ se emiten con un espectro continuo
de energias desde cero hasta un maximo, dando lugar a impulsos de altura

variable.

El aparato utilizado presenta cuatro canales de medida, in-
dependientes, dotados de dos discriminadores (superior e inferior), que
colocados de la forma adecuada, el aparato solo detecta aquellos impulsos
cuya altura corresponde con los hargenes apropiados para |la medida del
isbtopo en cuestiébn. Asi, un mismo aparato puede tener varios canales dis-

tintos y cada isbtopo se mediri en su canal ajustando convenientemente.

Por otra parte, las medidas van acompafiadas de un error,
ya que no todas las cuentas que se producen durante la medida, son captaf-
das por el aparato. Esto se debe con frecuencia a que la energia emitida
por las particulas radiactivas puede ser absorbidé por moléculas presen—

tes en el medio e incapaces de excitarse, lo que da lugar al lHamado



~ 106 -

"quenching! o "extincidn de 1a muestra!'. E|l cociente entre las cuentas
acumuladas durante un minuto (c.p.m.) y las desintegraciones por minuto
(d.p.m.) reales de la muestra, nos da lo que se Ilama "eficiencia de conta-
je" que es caracteristica de cada aparato.

cC.p.m.

Ef
d.p.m.

Con todo esto, vemos que la medida en d.p.m. es indepen-
diente del aparato utilizado. No obstante, los equipos de medida dan solo
c.p.m.; de alli la importancia de conocer la eficiencia de contaje, la cual
varia con el '"quenching" de Ila muestra, siendo necesario, por tanto, dis-
poner de un método para poder calcular la eficiencia en cada caso. Se uti-
liza frecuentemente le método de la relacién de canales exterior (ESR).
Este utiliza la interacidn por efecto Compton de una fuente externa de rayos

3 .
gamma ! 3Ba con el Ifquido centelleador del vial medido.

LLos canales externos (5 y 6) del aparato utilizado son en
realidad un solo canal provisto de tres discriminadores.Para ajustar el
aparato, sé utiliza un patron de baja extincién colocando los discriminado-
res de tal forma queel 4reacomprendida entre la curva y el eje de abcisas sea

igual en ambos canales (fig. 1)

intensidad
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Esto ocurre porque las c.p.m. detectadas en ambos cana-
les 5 y 6 son las mismos por lo que la relacibén de canales externos (E.S.R.)

es igual a la unidad.

Seguidamente se mide un vial con extincién de manera que
el area de la zona del espectro correspondiente al canal 5 se hace mayor

que la de! canal 6 por lo que la relacibn:

c.p.m. canal 6

E.S.R. =
c.p.m. canal 5

Esta relacién es tanto menor que la unidad, cuando mayor

sea la extincibn en el vial.

Para poder calibrar, se utiliza una serie de patrones que
contienen igual actividad del radioisotopo pero distinta cantidad de agente
"quenching!. Asf, se calcula una funcién experimental que nos relaciona la

eficiencia con la relacién de canales externos (fig. 2).

sficiencia %
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Esta grafica puede ajustarse a una funcién del tipo:

(Ef)2 = P (ESR)2+ Q (ESR) + R

Con tres parametros P. Q. y R que mediante sistemas de
calculo automéatico se pueden determinar a partir de la eficiencia de cada

patron y su relacién de canales por el método de los minimos cuadrados.

En nuestro caso de doble marcado, ocurre que tenemos dos

. 3 14 .
emisores B HYy C, en una misma muestra.

. 3 .
Como puede observarse en la fig. 3 el H en un emisor me-
. 14 . . L.
nos energético que el C aun poniendo los discriminadores de la forma mas
adecuada, en el canal 1 las cuentas registradas proceden casi exclusiva-

1 . .
mente del C mientras que en el canal 2 las registradas proceden de ambos

isotopos por solapamiento.

cansl 1|' canal 1 I—T

intensidad

energia
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Para caicular las d.p.m. debidas a cada isbtopo se traba-
ja con 6 patrones de ambos isbtopos, cada uno de ellos con igual actividad
y distinta cantidad de agente '"quenching". Con los patrones de l4C y por
el procedimiento ya mencionado se obtiene la eficiencia de contaje en el
canal 1 vy 2.

4 4
C en el canal 1: Ef (l C)1 = F’1 (ESR)Z-l- Q (ESR)-O-R]

14
C en el canal 2;: Ef (“‘C)2 = Pz (ESR)2+ Q (ESR) +RZ

. 3
De igual forma, para los patrones de H en el canal 2.

3 2
f = : R) + R) + R
Ef (CH), = P, (ESR) Q, (ESR) 3
Los canales 5 y 6 se utilizan exclusivamente para el calculo
de los valores de E.S.R. como ya se explicd. Con los valores experimenta-
les obtenidos con los patrones se calculan los nueve parametros de las cur-

vas de calibracibn obtenidos.

. 3 4 .
Seguidamente una muestra problema con H y ! C se mide

5 cuentas en el canal 2 vy Cl cuen-

. . . . 3
tas en el canal 1.Sabiendo que la posible interferencia del H en el canal 1

durante un tiempo (minutos) acumulando C

. 14
es despreciable, las c.p.m. del C en el canal 1 seran:

C1

; - F ; F = radiacién de fondo

c.p.m.(lac) : =

siendo entonces las d.p.m.

C - F
14 c.p.m ]401 il
d.p.m. C-= 14 = >
Ef cl |=>1 (ESR) "+ c:zl (ESR) + R1

. . 14 '
En el canal 2, la interferencia del C sf debe tomarse en cuenta. Asf, las

3
c.p.m. del H en el canal 2 seran:
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C
3
C.p.m. H2 =—t2"- -F ~c.p.m. 1402
C
4 4
= t2 -F -d.p.m. lC x Ef ]Cz=

4 2
2 -F-dp.m. cx[P, (ESR+Q, (ESR) +R2]
t

de donde la radiactividad debida al 3H sera:

3 4 2
c.p.m. H C, _E- d.p.m. 1% x[P,(ESR)'+ @, (ESR) +R ]
2 -t 2 2 2
d.p.m. H = 3 = >
Ef "H, P, (ESR)" + Q, (ESR) +R

3

Estas formulas se han utilizado siempre para los calculos del

doble marcado.

Hay que tener presente que la resolucion aumenta cuanto
: . . 3 14 ,
mayor es la radiactividad del H frente a la del C, por lo que se procuro
. . . . 3
en todas las experiencias poner de 3-6 veces mayor radiactividad de H

4
que de ! C.
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4.A.- ESTUDIO DE LAS CONDICIONES
OPTIMAS PARA LA DETERMINA-
CION DE LA ACTIVIDAD HMG-CoA
REDUCTASA

Teniendo presente la localizacidn microsomal del HMG-CoA
reductasa, hecho reconocido en numerosos trabajos, se ha tratado de esta-
blecer las condiciones éptimas de su determinacién en pollos de corta edad.
Con este propdsito se realizaron una serie de experiencias que describi-

mos a continuacibn.

"4.A.1.- Separacidn y recuperacidn del producto de la reaccidn

Para separar el sustrato (HMG-CoA) del producto de reac-
cibén (MVA) se utiliza cromatografia en capa fina como ya se indicd en la par-
te experimental. Ahora bien; el revelado de la misma tenia el inconveniente
de interferir como ""agente quenching" en la medida de radiactividad. Por
ello, ha sido necesario en todos los casos determinar el producto de la

reaccibén sin revelar basandose en su valor Rf.

Para establecer el Rf y comprobar la recuperacién de la
cromatografia se disefaron experiencias donde se simulaba una reaccibn
normal. De esta forma, primero se cromatografié el producto marcado con
3H y 14C‘, ambos por separado, raspandose las placas a intervalos de Rf

de 0.1,
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Los resultados obtenidos se muestran en la tabla | y figu-
ra 4 donde se puede apreciar que la MVA lactona, en ambos casos, se en-—
cuentra entre valores de Rf 0,3-0.5. De la 3H-MVA lactona se cromato-
grafid una cantidad correspondiente a 25455 d.p.m recuperindose en ese
intervalo 17992 (10.6%) . Parala 14C—MVA lactona, se cromatografid

5916 d.p.m. recuperandose en el mismo Rf 3785 d.p.m. (63.97 %).

Para estudiar el proceso de una reaccién normal se croma-
tografié una mezcla de sustrato y producto en las proporciones habituales
de reaccidn. Asf, se pusieron 50457 d.p.m. de lac—HMG—CoA y 5916 d.p.m.
de 14C--MVA lactona. Observandose como se muestra en la tabla Il y figura
5-A, que el Rf para la 14C-MVA lactona no varia y el del 14C--HMG-CoA
es de 0.0-0.2 como se demuestra en la fig. 5-B donde solo se ha cromato-
grafiado 14C-I—iMG-CoA. En estas experiencias la recuperacién de la

4
! C-MVA-lactona fué de un 65.4 %.

Para asegurarnos que la cantidad de silicagel raspado de
la placa, no afectaba la medida de radiactividad, se realizaron varias me-
didas de una misma muestra radiactiva colocada en viales con distinto peso
de silicagel. Esto se hizo tanto con 14C como con 3H pensando que se
afectarian de forma distinta por ser uno mas energético que el otro. Los
resultados se expresan en la tabla Ill, donde podemos apreciar, en ambos
casos, un pequeiio aumento en los d.p.m. al aumentar el peso de silicagel
pero también un descenso en el valor de la relaccién de canales externos lo

gue nos indica una medida peor y por tanto menos fiable.

Por otra parte, algunos autores que trabajan en otros ori-
genes hablan de una hidrblisis posiblemente enzimatica del sustrato, dando

HMG libre y CoA-SH . En el sistema de identificacién usado, el HMG tiene
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TABL.A |

Determinacion delRf correspondiente al producto de la reaccién. Cromato-

grafia en capa fina de la MVA lactona marcado con

("4c)-MVA-LAC

3
H 6 con

4
1C.

(3H)-—MVA—LAC

RF d.p.m. % d.p.m. %
0-0.2 276 £ 81.5 6.7t2.0 619+38.0 3.2%0.2
0.2-0,3 30t 3.3 0.7% 0.1 1311 20.5 0.7%o0.1
0.3-0.4 624F 3.9 15.1t0.1 4062t 1032.5 21.4%5.4
0.4-0.5 3161+ 7.3 76.6+0.2 13930+ 2423.5 73.3112.7
0.5-0.6 15 2.1 0.4%0.1 151F 31.0 0.8%0.2
0.6 - 0.7 15+ 0.5 0.4%0.1 100% 6.5 0.5 % 0.1

0.7 -0.8 — —_ ——— —_

0.8 -1
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FIGURA 4
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TABLA 11

Separacibén del sustrato y producto de la reaccidn. Cromatografia en capa

fina del sustrato C-HMG-CoA y cromatografia en capa fina de una mez-

4
cla de ! C-HMG~CoA vy 14C-MVA lactona.

HMG-CoA HMG-~CoA+MVA lacto.
RF d.p.m. d.p.m.
0-0.2 37661 T 796.8 452721 686. 3
0.2-0.3 44 t+ 25,4 61 + 16.3
0.3~ 0.4 11 T 1.8 518 £ 40.3
0.4 -0.5 14 + 1.6 3355 ¥ 77.1
0.5-0.6 8 T 4.1 12+ 7.9
0.6 - 0.7 100 * 5.5 31 + 2.7
0.7-0.8 e 9 1t 0.7

0.8-1 e 8 ¥ 1.0
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FIGURA 5
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TABLA 111

Influencia del silicagel en las medidas de radiactividad. L_os resultados co-

rresponden a una misma actividad del radioisbétopo (3H b 14C) medidos
con distintas cantidades de silicagel.
I4C 3H i
Peso(g) d.p.m. E.S.R. Peso (g) d.p.m. E.S.R. ©
I
Silicagel Silicagel
0.132 9231 0.627 0.122 50295 0.618
0.172 9178 0.625 0.179 48344 0.606
0. 238 9118 0. 594 0. 233 50160 0. 599
0. 326 9318 0.564 0.532 55755 0.515

0.473 9470 0. 547 0. 736 57825 0.483
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un Rf prbéximo al de la MVA-lactona. Para descartar una posibie medida

de 14C-HMG en la zona de la MVA-lactona, se hicieron una serie de
reacciones con extractos de hfgado y cerebro, donde se pusieron unos con-
troles con sistema regenerante y los mismo sin él. Los resultados se mues-
tran en la tabla IV. En ella podemos ver que en ambos tejidos esta posi-

ble hidrélisis del sustrato es despreciable para las condiciones normales

de trabajo.

4.A. 2. - Obtenciébn de las preparaciones enzimaticas: condiciones 6ptimas

La preparacibén de los extractos microsomales se realizb
en un medio tamponado, como ya se indicd en la Parte Experimental al cual
se le afaden una serie de 'protectores! requeridos en distintas concentra-
ciones. Debido a que las concentraciones encontradas en la bibliografia
variaban con el autor e incluso dentro de una misma especie ensayada, de-
cidimos determinarias para nuestro caso, en una serie de experiencias
donde ibamos variando en cada una un protector manteniendo los demas a

la concentracidn dada por Shapiro (135).

4.A.2.1.- Influencia del DTT

Se realizaron una serie de deter‘minéciones enziméaticas con
microsomas resuspendidos en tampén fosfato 50 mM, due contenia EDTA
30 mM, ClINa 0.25 M, y cantidades crecientes de DTT (de 0 a 10 mM) con un
pH de 7. 4. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla V (fig. 6), don-
de el maximo de actividad corresponde a una concentr‘acii‘én de 1 mM, lo

cual concuerda con el valor dado por Shapiro y utilizado por nosotros.
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TABLA IV

Efecto de una posible hidrblisisdel HMG-CoA en la determinacidn de la
actividad HMG-CoA reductasa. Las reacciones enziméticas se Ilevaron

a cabo incubando unos extractos de hfgado y cerebro con el sistema rege-
nerante Yy otros sin él. L.os resultados se expresan como la media de al

menos cuatro determinaciones. El T representa el error estandar de la

media.
Actividad especifica
(pmoles/min/mg)
Organo Proteinas Con sistema Sin sistema
(mg) regenerante regenerante
Hfgado 0.1 60.3 0.9 2.5+0.1
Hfgado 0.3 158.2 f1.4 2.4+0.1
Hfgado 0.5 230.810.2 3.8+0.2
Cerebro 0.05 43.1 0.1 3.2%o0.1
Cerebro 0.3 176.8 £ 1.9 4,3%0.2

Cerebro 0.6 261.8%15.3 3.1%0.3
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TABLA V

Influencia del contenido en ditiotreitol del tampon fosfato sobre la acti-
vidad HMG-CoA reductasa. Los mi‘crosomas se resuspendieron en tampon con
distintas concentraciones de DT T, manteniendo los demas protectores cons--
tantes. Los resultados se expredan como media de al menos cuatro determina

ciones + el error estandar de la media.

D.T.T. Act. esp.

(mM) (pmoles/min/mg)
0 356.1 £ 5.2
0.1 417.4 5.1
0.5 477.5 £ 6.3
1 520.3 1 8.7
5 470.5 L 6.4

1+

10 461.1 > 7.6
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FIGURA 6

500

400

esp. (pmoles/min. /mg prot.)

Act
e

10

DTT (mM)

Efecto del contenido en ditiotreitol del tampon fosfato sobre la actividad
HMG-CoA reductasa en microsomas de hfgado resuspendidos en tampon
con distintas concentraciones de DTT, manteniendo el resto de los pro-
tectores constantes. L.os resultados se expresan como la media de al me-

nos cuatro determinaciénes 1 el error estandar de la media.
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4.A.2.2.- Influencia del CINa

En este caso se varid la concentracién de CINa de 0 a 1 M
y el resto de los protectores se mantuvieron a una concentraciéon;: EDTA
30 mM, DTT 1 mM en tampdn fosfato pH 7. 4. Los valores correspondien~
tes a las determinaciones enzimaticas se expresan en la tabla VI y fig. 7.
En ellos se puede apreciar un maximo de actividad reductasa a una concentra-
cibn de CINa de 0.25 M y lo cual concuerda asimismo con lo indicado en el

método de Shapiro.

4,.A. 2. 3.~ Influencia del EDTA. -

E| extracto microsomal resuspendido en tampdn fosfato con-
tenfa DTT 1 mM, CiNa 0.25 M y concentraciones crecientes de EDTA (de
0 a 50 mM). Se determind la actividad reductasa encontréndose que, para
concentraciones de 10 a 40 mM, la actividad no variaba, incrementando |i-
geramente a una concentracién de 50 mM como podemos ver en la tabla Vili
y fig 8. A la vista de los resultados, se utilizd una concentracidén interme-
dia (30 mMz) como describe Shapiro, ya que a concentraciones superiores el

pH del tampbén aumentaba siendo dificil de ajustario.

4.A.2.4.- Interferencia de los componentes del tampdn en la determinacidn

de proteinas.

“n

proteinas del extracto microsomal por el método de Lowry, se veria afec-
tado por la concentracidén de protectores presentes en el tampdn especial-
mente el DTT. Estos autores precipitan las proteinas microsomales en

medio acido posteriormente las resuspenden en dlcali para su determinacién.
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TABLA VI
Efecto de la concentracion de cloruro sbdico del tampon fosfato sobre

la actividad HMG-CoA reductasa.

ClINa Act. esp.

(M) (pmoles/min/mg)
0 399.2+t17.5
0.1 448.8 £21.5
0.25 520.3 7T 8.7
0.5 516.8 £22.2
1 451.3 £26.3

TABLA VII

influencia de la concentracién de EDTA del tampon fosfato sobre la ac-

tividad HMG-CoA reductasa.

EDTA Act. esp.
(mM) (pmoles/min/mg)
0 482.6 £18.1
10 521.6 £13.9
30 520.3 % 8.7
40 517.8 £16.6

50 543.3 % 4.1
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Influencia de | contenido en cloruro sbdico del tampon fosfato sobre la ac-
tividad HMG-CoA reductasa. Los resultados corresponden a la actividad
reductasa en microsomas de hfgado a concentraciones distintas de CINa
en el tampon fosfato, manteniendo los demas protectores. constantes.L.os
resultados se expresan como la media de al menos cuatro determinaciones

+ el error estandar de la media.
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FIGURA 8

500

400}

Act. esp. (pmoles/min. /mg prot.)

A b 1 1 A
10 23 49 50
EDTA (mM)

Efecto de la concentracién de EDTA del tampon fosfato sobre la actividad
HMG-CoA reductasa. La determinacién enzimatica se realizd en micro-
somas de hfgado resuspendidos en un medio tamponado que contenia con-
centraciones crecientes de EDTA y cantidades fijas de DTT y ClINa. Los
resultados se expresan como la media de al menos cuatro deténminaciones

+ el error estandar de la media.
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Para asegurar la necesidad de hacer todo esto, se deter-
minaron protefnas de un mismo extracto microsomal resuspendido en ca-
da caso en tampén fosfato conteniendo distintas concentraciones de protec-
tores. Asu', de igual manera que en los casos descritos anteriormente, al
tampdn se le afadian distintas concentraciones de un protector, mantenien-—
do constanteslos otros dos, ajustandose siempre a pH 7.4. Los resultados
que se obtuvieron se representan en la fig. 9 y tabla Viil; donde se obser-
va que las concentraciones de protectores utilizadas por nosotros no afec—

tan a la determinacién de proteinas.

4.A.3.- Influencia del tiempo de reaccion

Con objeto de determinar el tiempo 6ptimo de la reaccion
enzimatica se realizaron experiencias en hfgado determindndose la acti-
vidad enziméatica a distintos tiempos, en un intervalo de 5-60 minutos ,
observandose un ‘aumento de la actividad hasta los 60 minutos (tabla 1X

fig. 10). Por este motivo, las experiencias se llevaron a cabo incubando

durante 30 min.

4.A. 4. - Influencia de la cantidad de proteinas

Para poder trabajar con una cantidad de enzima un tanto
flexible, debfa conocerse el intervalo de proteina microsomal para el cual
existiera proporcién con la actividad reductasa. Esto se estudib en los

tres tejidos que hemos trabajado: hifgado, cerebro y asa duodenal.

La tabla X (fig. 11) muestra los resultados correspondien-
tes a extractos de hfgado donde se determind actividad reductasa con una

cantidad de protefnas microsonales de 0.1 a 0.5 mg en el tubo de reaccidn,



TABL A Vi1
Los microsomas de higado con igual concentracidén protéica se resus-
pendieron entampbn con distintas concentraciones de protectores, analizan

dose el contenido protéico.

CliNa DTT EDTA
Conc. Prot. determ. Conc. Prot. determ. Conc. Prot. determ.
(M) (mg/ml) (mM) (mg/m!) (mM) (mg/ml)
0 20.5 0] 21.00 0 21.00
0.1 22.55 . 0.1 22.55 10 23.85
0.25 21.25 0.5 22.05 30 21.25
0.5 22.05 1 21.25 40 22.05
1.0 20. 00 5 24,6 50 22.00

10 32.25
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FIGURA 9
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Efecto de los protectores presentes en el tampon sobre la determinacidén

protéica por el método de Lowry. (%) Concentraciones utilizadas en las

determinaciones enziméaticas.
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TABLA I X
Influencia del tiempo de reaccibn sobre la actividad HMG-CoA reductasa.

Los resultados se expresan como media de cuatro valores. Eltrepresenta -

el error estandar de la media.

Tiempo Act. Esp.
(min) (d.p.m. / mg)
5 8160 t 276
10 13420 T 396
15 18760 t 368
20 24000 t 432
30 30360 T 756
40 36464 T 1340
60 48488 T 4140
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FIGURA 10
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Influencia del tiempo de incubacién de la reaccién enzimatica sobre la ac-

tividad HMG-CoA reductasa de microsomas hepaticos.
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TABLA X

Actividad HMG=-CoA reductasa de hfgado en funcién de la cantidad de pro-

teinas microsomales afiadidas

Proteinas Actividad
(mg) (d.p.m.)
0.1 5021 £ 74.7
0.2 9987 £ 10
0.3 13572t 113.2
0.4 17479 T 316. 4
0.5 19217 % 20

TABLA Xi

Actividad HMG-CoA reductasa de cerebro en funcién de la cantidad de

proteinas microsomales afadidas.

Proteinas Actividad
(mg) (d.p.m.)
0.05 35881 7.9
0.1 6198 ¥ 56.3
0.2 11900 + 537.5
0.3 14721+ 1596. 3
0.4 19795+ 103. 2

0.5 22644 44,3
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FIGURA 11

15000

5000

Proteinas (mg) .

Influencia de la concentracidén de proteinas microsomales sobre la activi-
dad HMG-CoA reductasa de hfgado de pollos. Las d.p.m. corresponden

a la mitad del volumen de reaccién cromatografiado.
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pudiéndose apreciar linearidad de 0.1 a 0.4 mg.

En la tabla X! (fig. 12) se expresa la variacién de la acti-
vidad reductasa de cerebro en funcidén de la concentracidn de proteinas mi-
crosomales, viéndose que se mantiene una proporcionabilidad de 0.1 a 0. 4

mg de proteina.

De igua! manera se estudib la actividad reductasa de asa
duodenal con distinta cantidad de enzima, aprecidndose una linearidad entre

0.1y 0.6 mg de proteina (tabla Xl y fig. 13).

4.A.5.- Estabilidad de la actividad reductasa

4.A.5.1.- Conservacibn de los microsomas

Una vez separada la fraccién microsomal debia comprobar-
se que en el tiempo transcurrido desde la obtencidn del extracto hasta la
determinacién enzimética, la HMG-CoA reductasa no perdia actividad du-
rante un periodo de tiempo prudencial. Asfi, se estudid la variacién de la
actividad reductasa microsomal conservada a 4°C. E| tiempo 0 se conside-
ré en el momento de obtener el extracto microsomal. Las determinaciones se
realizaron hasta las 48 horas siguientes pudiéndose apreciar como muestra
la tabla X111 (fig. 14) que la actividad reductasa varia muy poco en las 7 pri-
meras horas descendiendo algo mas a las 24 horas y quedando reducida a la
mitad en 48 horas. Por ello, todas las determinaciones se hicieron antes de

transcurrir 7 horas desde la obtencién de los microsomas.

4.A.5.2. - Efecto del idn F_

En algunos estudios sobre la HMG-CoA reductasa se habla



FIGURA 12
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Influencia de la concentracibén de proteinas microsomales sobre la activi-
dad HMG-CoA reductasa de cerebro de pollo. L.as d.p.m. corresponden

a la mitad del volumen dereaccidn cromatografiado.
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TABLA Xl
Actividad HmG-CoA reductasa de asa duodenal en funcion de la cantidad
de proteinas microsomales afiadidas. Los t corresponden al error estandar-

de la media.

" Proteina Actividad
(mg) (d.p.m.)
0.1 9201 18
0.2 | 1687 + 139
0.4 2931 F124
0.6 40331 48
0.8 5068 T 28

TABLA Xill

Estabilidad de la HMG-CoA reductasa durante las 48 horas que siguen a

la obtencidén de los microsomas

Tiempo Actividad esp. %

(h) (d.p.m. /min, /mg)

1 1723t 78 100
7 16391 179.6 95, 1
24 1221+ 17.0 70.8
31 1219t 39.6 70.7

48 975t 35.4 56.6
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FIGURA 13
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Influencia de la concentracién de proteinas microsomales sobre la activi-
dad HMG-CoA reductasa de asa duodenal. Las d.p.m. y corresponden a la

mitad del volumen de reaccibn cromatografiado.
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FIGURA 14
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Estabilidad de la HMG-CoA reductasa microsomal mantenida a 42C durante

un intervalo de 1-48 horas.
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de la existencia de dos formas enziméticaé, una activa y otra inactiva.
Estos autores apuntan que, la forma inactiva puede pasar a forma activa
por accién de una fosfatasa, lo cual supondria una posible activacién de

la reductasa durante el proceso de extraccién de los microsomas, e inclu-
so aun después de separarlos ya que, no se aclara si la fosfatasa es cito-
plasméatica o microsomal. Incluso se apunta que puede encontrarse en ambos

lugares.

Todo esto nos llevé a estudiar el posible efecto de esta
fosfatasa, sobre las actividades de la reductasa. Asi, se utulizaron extrac-
tos controles de hfgado donde el tampén de extraccién era el usado habitual-
mente, y otros problemas donde el tampdn |levaba ademas FK 50 mM. como
agente inhibidor de la fosfatasa. De esta manera, los extractos con idn F
deberian presentar menor actividad reductasa gue los controles. Asl, se
hicieron varias determinaciones enziméticas a distintas horas y los resul-
tados que se muestran en la tabla XIV nos indican que no hay variacién apre-

ciable entre los extractos controles y los problemas.
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TABLA XIV

Efecto del ibn F~ sobre la actividad HMG-CoA reductasa. Las reacciones

se llevaron a cabo con adicién de FK 50 mM al tampon usado para la obten-

cién de los microsomas, determinando la actividad al cabo del tiempo expre-

sado en cada caso

d.p.m. / min

Tiempo(h) SinF_

Con F_

01:30
07:30
24;00
32:00
48.00

689.47T 31.2
654.6 1 68.2
491.97% 8.77
488.0%15.9
390.3%14.2

673.3L18.8
629.7t68.8
455.4%13.7
420.6 16

427.0%19.6

TABLA XV

Influencia de la edad sobre la actividad HMG-CoA reductasa de microsomas

de hfgado de pollo. Los resultados se expresan como media de al menos

cuatro experiencias. El + representa el error estandar de la media.

Edad Act. esp. Edad Act. esp.
(dias) (pmoles/mirnymg) (dias) (pmoles/min/mg)
1 22.5%1.7 9 878.5+77.7
3 21.9% 4.8 1 942.9+195.4
4 40.4% 5.2 12 1026.6 £93.0
5 17.7t 6.0 13 1076.4 +73.7
6 311.8%9.9 14 943.7 +187.0
7 372.5%104.6 15 973.8193. 4
8 653.5% 104.5 16 1028.3 1+ 48. 2
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4. B.- EVOLUCION ENZIMATICA DE LA
HMG-CoA REDUCTASA A LO LARGO
DEL DESARROLLO POSTNATAL..

Teniendo en cuenta los cambios metabblicos que tienen lu-
gar tras el nacimiento de los animales,nos parecib interesante estudiar
las variaciones que sufria la actividad reductasa en pollo durante las pri-

meras semanas que siguen a la eclosidn.

4.B. 1.~ Condiciones de crecimiento estandar

Cada una de las experiencias realizadas sobre la HMG-CoA
reductasa a lo largo de la edad, en los tres tejidos estudiados (hfgado, ce-
rebro y asa duodenal), se llevaron a cabo, utilizando una misma camada de
pollos para todos los dias estudiados, con idea de evitar posibles fluctua-
ciones que no correspondieran con variaciones normales a la actividad re-

ductasa.

Los animales eran sacrificados siempre una o dos horas

después de encerderse la luz en la habitacién donde se encontraban.

4,B.1.1.- Actividad en higado.

Se ha determinado la actividad reductasa de higado en ani-

males de 1 a 16 dfas de edad.

Los resultados se exponen en la tabla XV (fig. 15), obser-
vdndose una actividad practicamente nula hasta el dfa cinco apartir del cual
comienza a incrementarse bruscamente, estabilizédndose aproximadamente

hacia los dias nueve-diez y manteniendose los niveles de actividad con li-
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FIGURA 15
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Variaciones de la actividad HMG-CoA reductasa de microsomas de higado

durante el desarrollo postnatal.
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gerasvariaciones hasta el (ltimo dia estudiado.

4.8.1. 2.~ Actividad en cerebro

Como en el caso anterior, estudiamos las variaciones en
este 6rgano de la HMG-CoA reductasa desde el dfa 1 al 16, observandose
como se muestra en la tabla XVI (fig. 16), que la actividad no presenta va-
riaciones considerables manteniéndose dentro de unos mérgenes limitados
a lo largo de los dias estudiados, y en niveles inferiores a los alcanzados

en hfgado a partir de los 7-8 dTas.

4.8B.1.3.- Actividad en asa duodenal

La actividad reductasa determinada en este tejido, del dfa
1 al 14, (tabla XVIl y fig. 17) da unos resultados un tanto variables. Asl,
la actividad aumenta desde el primer dia hasta el siete manteniéndose el
nivel hasta el dfa once, a partir del cual decrece la actividad. En cualquier
caso, la actividad HMG-CoA reductasa de asa duodenal es muy inferior a

la existente en cerebro o en higado.

4.B.2.- Efecto de la suplementacion de colesterol en la dieta.

Se sabe que el colesterol es un inhibidor‘ feed-back de su
propia sintesis actuando especialmente sobre el HMG-CoA reductasa. Las
siguientes experiencias muestran el efecto del colesterol, suministrado por
la dieta desde el nacimiento, sobre la actividad reductasa, en los tres tejl-

dos estudiados.

Hay que decir en este caso que, por motivos del disefio expe-
rimental, los animales se sacrificaron a la hora que se iluminaba la habita-

tién donde se hallaban.
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TABLA XVI

Influencia de la edad sobre la actividad HMG-CoA reductasa de microsomas
en cerebro de pollo. Los resuitados se expresan como media de al menos

cuatro experiencias. El t representa el error estandar de la media.

Edad Act. esp. Edad Act. esp.
(dias) (pmoles/min/mg) (dias) (pmoles/min/mg)
1 388,61 51.0 9 405.6 £ 51.7
2 381,4% 83,4 1 299.2+35.5
4 358.3115.9 12 393.1154.8
5 284,41 39.0 13. 372.5% 28.8
6 335.0%19.0 14 319.5%24.7
7 365.4 L18.7 15 418.2%29.8
8 347.5 Y 31.4 16 358.3 % 14.1
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FIGURA 16
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Variaciones de la actividad HMG—CoA reductasa de microsomas de cerebro

durante el periodo postnatal.
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TABLA XViI

influencia de la edad sobre la actividad HM-CoA reductasa de microsomas
de pollo. Los resultados se expresan como media de al menos cuatro expe-

riencias. El + representa el error estandar de la media.

Edad Act. esp.
(dias) (pmoles/min/mg)
1 15.310.5
4 50.6 +15.2
5 55.9+12.4
7 137.9%19.5
11 149. 41 47.8
12 129.9% 4.2

14 73.2+27.3
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FIGURA 17
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Variaciones de la actividad HMG-CoA reductasa de microsomas de asa

duodenal de pollo, durante el desarrollo postnatal.
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4,B.2.1.- Actividad en higado

Se ha determinado la actividad reductasa en los dias que
siguen al nacimiento, en pollos de camadas iguales donde unos eran alimen-
tados con dieta estandar (controles) y a otros se le afladia en la dieta coles-

terol al 2 %, siendo este su alimento hasta el Gltimo dfa determinado.

LLos resultados se muestran en la tabla XVIIl (fig. 18) donde
puede verse que la actividad reductasa en pollos con dieta de colesterol,
desde el principio muestran una casi total inhibicién. Esta inhibicidn es
particularmente acusada a partir del dia siete en adelante en que la activi-

dad queda reducida en un 2-4-% de la actividad control.

4,.B. 2. 2.~ Actividad en cerebro

El planteamiento de las experiencias fué igual que en el caso
del hfgado. Los resultados obtenidos se expresan en la tabla XIX y fig. 19.
A diferencia del hfgado, la dieta rica en colesterol no muestra un efecto

apreciable sobre la actividad reductasa en ninguno de los dias estudiados.

4.8. 2.3.~ Actividad en asa duodenal

Para estudiar el efecto del colesterol suministrado en la
dieta sobre la reductasa en asa duodenal, se han utilizado experiencias de

la misma forma que en los tejidos anteriores.

En este caso, la actividad reductasa en pollos con dieta rica
en colesterol, se inhibe ya al cuarto dia, manteniéndose el resto de los dias
estudiados alrededor de un 15-20 % de la actividad control. Los resultados

se muestran en la tabla XX y fig. 20.
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TABLA XVill

Influencia de la suplementacién de colesterol al 2 % de la dieta sobre la
actividad HMG-CoA reductasa microsomal de hfgado de pollo. Los resul-
tados se expresan como media de al menos cuatro experiencias. El t re-

presenta el error estandar de la media.

Act. esp.

(pmoles/min/mg)

Edad Dieta estandar Dieta + colesterol
(dias)

1 23.9% 1.7

4 30.1t 2.0 28.1 %t 6.4

7 498.0 T 96.6 21.4% 2.0

9 583.7 1 42.1 51.9 +21.9

1 722.2%121.7 70.3 t 14.5

14 723.71 39.8 18.0F 1.5
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FIGURA 18

Edad (dias)

Influencia del colesterol sobre las variaciones de la HMG-CoA reductasa

de microsomas de higado a lo largo de la edad. { ® ) Actividad reductasa

en pollos con dieta estandar ( O ) Actividad reductasa en pollos con dieta

suplementada con colesterol al 2%
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TABLA XIX

Influencia de la suplementacién de colesterol al 2 % a la dieta sobre la
actividad HMG-CoA reductasa microsomal de cerebro de pollo. L.os re-
sultados se expresan como media de al menos cuatro experiencias. El T

representa el error estandar de la media.

Act. esp.

(pmoles/min/mg)

Edad Dieta estandar Dieta + colesterol
(dias)
1 381.4%8.3 = ___
4 332.4% 8.8 264,91 8.7
7 326.6% 3.9 300.5%18.4
10 296.5%49.5 267.8% 9.0

14 311.0%t24.4 325.9% 6.4
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TABLA XX

Influencia de la supiementacibén de colesterol al 2 % a la dieta sobre la
actividad HMG-CoA reductasa de microsomas de asa duodenal de pollo.
Los resultados se expresan como media de al menos cuatro experiencias.

El T representa el error estandar de la media.

Act.
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esp. (pmoles/min/mg)

Edad (dias) Dieta estandar Dieta + colesterol
1 81t30 .
4 77.3%L 1.7 31.4%5.3
7 157.5% 11.5 27.1% 1.6
9 167. 1% 34. 4 25.0% 3.4
1 166.4% 12. 4 33.0%t 4.3
14 53.7%11.6 14,1t 2




(pmoles/min. /mg)

esp.

Act.
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FIGURA 20
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Influencia del colesterol sobre las variaciones de la HMG~-CoA reductasa

de microsomas de asa duodenal a lo largo de la edad. (A ), Actividad re-

ductasa en pollos con dieta estandar. (A ), Actividad reductasa en pollos

con dieta suplementada con colesterol al 2 % .
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; 4
4.C.- INCORPORACION DE 1 C -ACETATO
A LIPIDOS INSAPONIFICABLES.

Para poder ver la importancia de la reductasa en la biosin-
tesis de colesterol se estudid esta ruta biosintética incorporando acetato

marcado y determinando los |ipidos insaponificables formados.

En este caso, solo se estudid en dos tejidos, higado y asa
duodenal. El no trabajar con cerebro se debié a la dificultad que presenta-

ba la obtencién de preparaciones de este tejido en estas experiencias.

4,C.1.- Establecimiento de las condicones éptimas

4.C.1.1.- Influencia del peso de tejido utilizado

Seglin algunos autores el grosor de los cortes y peso de
tejido utilizado en la incorporacién influia grandemente en los resultados.
Por este motivo, se disefiaron experiencias, donde se incubaron cortes de
higado de distinto grosor con acetato marcado durante una hora. Los re-
sultados se expresan en la tabla XX| y fig. 21, de donde se deduce que los

cortes 6ptimos son los delgadcsy el peso a incubar, de 50-100 mg.

Esto mismo se determind- en asa duodenal donde se utilizé
la primera porcién de la misma cortandose en pequefios trozos y colocan-
dolos en matraces de incubacibén en cantidades distintas. En los resultados
que se muestran en la tabla XXIl y fig. 22 podemos apreciar una linearidad

entre la incorporacién y el peso de tejido, hasta los 100 mg.
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TABLA XX! 14
Efecto del peso de tejido utilizado sobre la incorporacidon de C-ace-

tato en cortes de higado.

Acetato incorporado

( nmoles / h)

Peso (mg) Cortes gruesos Cortes delgados
50 0.0591 0.008 0.041% 0.003
100 0.053 £0.017 0.077% 0.012
150 0.045 t0.016 0.068t 0.001
TABLA XXII
| 14

Efecto del peso de tejido utilizado sobre la incorporacidon de C-aceta

to en fragmentos de asa duodenal.

Peso Acetato incorporado
(mg) (nmoles / h)
50 0.038 £ 0.008
100 0.077 £0.007
150 0.103 f0.002

200 0. 108 £ 0.002
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FIGURA 21
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Influencia del peso de tejido utilizado sobre la incorporacibén de C-acetato

por cortes de hfgado ( O ), Cortes delgados; ( 0 ), cortes gruesos.
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FIGURA 22
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Influencia del peso de tejido utilizado sobre la incorporacion de C-acetato

por fragmentos de asa duodenal.



- 160 -

4.C.1.2.- Influencia del tiempo de incubacidn

Con objeto de determinar el tiempo 6ptimo de la incorpora-
. 14 . .
cidbn de C -acetato se hicieron experiencias incubando cortes de hfgado

durante diferentes tiempos en un intervalo de 0-20 minutos.

Los resultados se muestran en la tabla XXIll fig. 23 donde

podemos observar que existe linearidad en el intervalo de tiempo estudiado.

4,C.2.- Variaciones a lo largo del desarrollo postnatal. Efecto de la suple-

mentacidn de colesterol en la dieta

Se trataba de estudiar la ruta biosintética del colesterol
bajo las mismas condiciones en que se habia determinado el HMG-CoA re-

ductasa.

En estas experiencias los pollos eran sacrificados en el mo-

mento que se iluminaba " la habitacién donde estaban las jaulas.

4.C.2.1.- Higado

. . 14
La incorporacidn de C-Acetato se llevo a cabo en cor-
. tes de tejido procedentes de animales controles sometidos a una dieta es-
tandar y de la misma forma, en pollos sometidos desde el principio a una

alimentacién suplementada con colesterol al 2 %.
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TABLA XXIII
1

] 4
Efecto del tiempo de incubacién sobre la incorporaciéon de C-acetato

por cortes de higado.

Tiempo Acetato incorporado
(min) (nmoles / g tejido)
15 0.200% 0. 088
30 0.325% 0.075
60 0.515% 0.055
120 0.840t 0.180

TABLA XXIV

. ., . 14
Influencia de la edad y de la suplementacién de colesterol a la dieta C=-
acetato por cortes de hfgado de pollo. Los resultados se expresan como
media de al menos cuatro determinaciones. El T representa el error estan-

dar de la media.

Acetato incorporacibn

( nmoles / g / h)

Edad (dias) Dieta estandar Dieta + colesterol
4 0.155 % 0.009 0.170t0.005
7 0.452+ 0,001 0.64271 0,742
11 1.475% 0. 061 0.115 £ 0.002

14 1.4971% 0.036 0.182 10.021
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FIGURA 23

Acetato incorporado (nmoles/g)
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Tiempo (min.)

. . . ., . .y 14
Influencia del tiempo de incubacién sobre la incorporacidn de C-acetato

por cortes de hfgado.



- 163 -

Los resultados, expresados en la tabla XXIV ffig. 24).
ponen de manifiesto que la incorporacién de acetato en animales contro-
les sigue un esquema semejante al obtenido en la evolucibén de la activi-

dad HMG-CoA reductasa a lo largo del desarrollo postnatal.

En el caso de una dieta suplementada con colesterol, la
incorporacién sigue el mismo patrén que los controles hasta el dfa siete,

bajando bruscamente y manteniendo un nivel basal en los dias sucesivos.

4,C.2.2.- Asa duodenal

Las experiencias se disefiaron de la misma forma que en
hfgado: incubdndose trozos de asa duodenal procedentes de pollos contro-

les y pollos con dieta rica en colesterol.

Los resultados muestran también un esquema semejante
a la evolucidn de la actividad HMG-CoA reductasa (tabla XXV, fig. 25)

con un maximo de incorporacidén hacia el dia siete.

La suplementacién de colesterol a la dieta disminuye apre-
ciablemente la incorporacidn de acetato, si bien en este tejido la forma

de la evolucibén es semejante a la obtenida en animales controles.
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FIGURA 24
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Incorporacion de C-acetato por cortes de hlgado de pollo a lo largo del
desarrollo postnatal. Efecto de la suplementacidén de colesterol al 2 % a
la dieta. ( ® ) animales controles; { O ) animales con dieta rica en coles-

terol.
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TABLA XXV

. . . 14
Influencia de la edad y de la suplementacién de colesterol a la dieta C-
acetato por fragmentos de asa duodenal de pollo. Los resultados se expre-
san como media de al menos cuatro determinaciones. El + representa el

error estandar de !a media.

Acetato incorporacidn

{(nmoles / g / h)

Edad (dias) Dieta estandar Dieta + colesterol
4 0.429 1 0.008 0.502+ 0,054
7 1.08871 0.047 0.654% 0,055
11 0.795+ 0.017 0. 359t 0. 050

14 0.6181 0.037 0.3851 0.072
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FIGURA 25
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Incorporacion de C-acetato por fragmentos de asas duodenal a lo largo

del desarrollo postnatal. Efecto de la suplementacién de colesterol al 2 %
ala dieta. ( A ), Animales controles; ( A ), animales ¢on dieta rica en

colesterol.
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4.D.- VARIACIONES EN LA CANTIDAD DE
COLESTEROL Y FOSFOLIPIDOS DE
LOS MICROSOMAS EN FUNCION DE
LA EDAD.

El hecho de ser la HMG-CoA reductasa una enzima ligada
a la membrana microsomal, nos hizo pensar que al variar los componentes
de la membrana, se podia actuar de alguna manera sobre la enzima, modi-

ficando su actividad.

4.D. 1.- Microsomas de higado.

Se ha estudiado la composicién lipfdica de microsomas hepa-
ticos en condiciones normales a lo largo del desarrolio postnatal y en con-

diciones de una dieta continuada de colesterol al 2 %.

Se trataba de ver si las variaciones bruscas que apare-
I'd .
cfan en la HMG-CoA reductasa a lo largo de la edad tenian paralelismo con
. . . . I'd
cambios en alguno o varios de los compuestos lipfdicos de la membrana. Asi,

se estudiaron una serie de componentes que detallamos a continuacibén.

4.D.1.1.- Colesterol total, libre y esterificado

Hemos determinado la cantidad de colesterol total, librey
esterificado en microsomas de hfgado, durante las dos primeras semanas
que siguen a la eclosién, en condiciones de dieta normal, y dieta con co-

lesterol al 2 9%.
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En la tabla XXVI (fig, 26), podemos apreciar como el con-
tenido de colesterol total en microsomas hepaticos de animales controles
sufre una ligera dirsminucién en los primeros dias, manteniéndose ese ni-
vel el resto del tiempo. Por el contrariosen pollos alimentados con dieta
rica en colesterol, este aumenta en la membrana microsomal, alcanzando
un ligero maximo en el cuarto dia y manteniéndose siempre por encima de

los niveles observados en los animales controles.

En cuanto al colesterol libre y esterificado (tabla XXVI,
fig. 27), en microsomas de pollos controles siempre hay un mayor porcen-
taje de libre que de esterificado. L_a suplementacién de colesterol a la
dieta hace que estos porcentajes tiendan a igualarse, especialmente a

partir del dia siete.

4.D.1.2.- Fosfolipidos totalesfosfatidilcolina, fosfatidiletonolamina, esfin-

gomielina y fosfatidilinositol

Utilizando un lote de pollos controles sometidos a una dieta
estandar y otro de pollos alimentados con dieta de colesterol al 2 % se de-
t ermind el contenido total de fésforo en membranas microsomales de hfgado

junto con los distintos fosfollpidos presentes.

Los resultados de la tabla XXVIl y fig. 28, muestran el con-
tenido de fésforo total noapreciandose apenas variaciones entre pollos con-
troles y pollos con dieta rica en colesterol. Las variaciones de fésforo mi-
crosomal a lo largo de la edad en microsomas de hfgado de pollos controles
no son muy grandes, observandose una disminucién en los primeros dias ' -

i ncrementandose luego hasta igualar el valor del dia cero.



Contenido en colesterol total, libre y esterificado de los microsomas de

TABLA XXVI

hfgado durante el periodo postnatal, en pollos con dieta estandar y pollos

con dieta con colesterol al 2 %.

pg colest/mg prot.

Dieta estandar

_Dieta + colesterol Col total Col. incorporado
Edad Dieta Dieta + Libre Esterificado L.ibre Esterificado Incorporado L.ibre Esterificado

(dias) estandar colesterol jug/mg % Jg/mg % ya/mg % wug/mg % Ma/mg xg/mg pg/ma
o 54.9 - 36.3 66 18.7 34 - — —-- — -_— — _—
1 —— 57.2 ——— ——— —-— -— 37.7 66 19.5 34 2.3 1.5 0.8
4 32.3 89.3 18.7 58 13.5 42 51.8 58 37.5 42 57.0 33.0 24.0
32.7 84.6 21.9 67 10.8 33 46.5 55 38.1 45 51.9 24.6 27.3
10 28.7 - 22.9 80 5.8 20 - — - —_— —_— —— _—
11 - 67.7 — -— -— - 31.8 47 35.9 53 —_— — -—
14 36.2 81.3 23.2 64 13.0 36 44,7 S5 36.6 45 45.1 21.5 23.6




Colest. total (ug/mg Prot.)
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FIGURA 26
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Influencia de la suplementacién de colesterol a la dieta sobre el contenido
en colesterol total de los microsomas de higado durante las primeras se-

manas de vida. ( ® ), pollos con dieta estandar; ( O ), pollos con dieta

de colestero! al 2 %.



Colesterol (%)
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FIGURA 27
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Cambios en el porcentaje de colesterol libre y esterificado de microsomas
de hlgado a lo largo de la edad en pollos alimentados con dieta estandar
( — ) y pollos alimentados con dieta rica en colesterol (---). (®) Coles-

terol libre; ( O ), colesterol esterificado.
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TABLA XXVII

Influencia de la edad y de la suplementacién de colesterol a la dieta sobre

el contenido en fosforo lipfdico de los microsomas de hifgado de pollo.

Fosforo total

(pg / mg prot.)

Edad (dias) Dieta estandar Dieta+ colesterol
0 10.7 —-
: - 8.9
4 6.6 8.3
7 6.9 7.2
10 8.0 _—
1 e 7.4

14 10.9 8.9




Fosforo lipidico total (pg /mg Prot. )
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FIGURA 28
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Variaciones en el contenido en fosforo lipfdico de los microsomas de hfigado
de pollo a lo largo de la edad. ( @ ), pollos con dieta estandar ( O ) pollos

con dieta rica en colesterol.
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En la tabla XXVIII {fig. 29) se expresan los ug de fésforo
correspondiente a cada fosfollpido microsomal, tanto en animales contro-
les como en pollos con dieta rica en colesterol. Los resultados indican
una variacién de cada fosfolipfdo mayoritario (fosfatidilcolina y fosfatidile-

~ tanolamina), paralela a los resultados de fésforo total.

lLas variaciones de los fosfolfpidos microsomales en pollos
con dieta de colesterol al 2 % son en general semejantes a las correspon-
dientes controles; tan solo la fosfatidil-etanolamina parece disminuir lige-

ramente a partir de 4-7 dias.

Referente a los porcentajes de cada fosfollpido en las mis-
mas circunstancias, se muestran los resultados en la tabla XXIX y fig. 30.
En ellas se puede apreciar que los fosfolipidos no varfan en proporcibén
con la edad, tanto en controles como en el caso de dieta rica en colesterol.
No obstante en estos Gltimos, la fosfatidilcolina mantiene un porcentaje su-
perior a los controles y la fosfatidietanolamina presenta valores por deba-

jo de sus controles.

4.D. 1.3.- Relacién molar colesterol / fé8sforo lipidico.

Teniendo presente que la relacién molar C/P es un indice
del grado de fluidez que presenta una membrana, tratamos de ver si en mi-
crosomas de hfgado, esta relacién varia a lo largo de la edad y también,
si se alteraba por el estimulo del colesterol en la dieta. Efectivamente,
esto Gltimo pudimos-comprobario como se muestra en la tabla XXX (fig. 31),
donde los resultados indican que la relacién molar se incrementa desde el
primer dia de tratamiento dando lugar a una disminucién en el grado de

fluidez de estas membranas.



TABLA XXVIiI

Contenido en esfingomieiina, fosfatidilcolina, fosfatidilinositol ¥y fosfatidile-

tanolamina de los microsomas de higado de pollo a lo largo del desarrollo

postnatal en condiciones normales y en condiciones de dieta suplementada

con colesterol al 2 %.

Fosforo lipfdico (ug P/ mg prot.)

kT

Edad Dieta estandar Dieta 4 colesterol

(dias) sM PC Pl PE SM PC Pl PE
0 1.47 5.92 0. 40 2.85 _— _— _— _—
1 _— _— _— _— 0. 44 6.54 0.20 2.27
4 .0.25 3.80 0.25 1.57 0.51 5. 21 0.23 1.67
0.15 4.38 0. 37 2. 11 0. 27 4,79 0. 34 1.37

10 0.49  4.79 0.35 2.66 _— —_— _— _—
11 - _— _— - 0.24 4,97 0.36 1.72

14 0.44 5.86 0. 31 3.00 0.59 4.3 0.37 1.96




Mg P/mg Prot.

Mg P/mg Prot.
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FIGURA 29
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Variaciones de cada fosfolipido en los microsomas de higado a lo largo de
la edad. { — ) Pollos con dieta estandar; (++-- ) pollos con dieta con coles-
terol al 2 %. ( @ ) Esfingomielina; ( O ), fosfatidilcolina; ( B ), fosfatidili-

nositol; ( O ), fosfatidiletanolamina.



TABLA XXIX

Influencia de la edad y de una dieta suplementada con colesterol sobre el

tantb por ciento de los principales fosfolipidos de los microsomas de hfgado
de pollo.
Fosforo lipfdico (%)
Edad Dieta estandar Dieta + colesterol !
(dias) SM PC P PE SM PC Pi PE 3
0 13.8 55.5 3.7 27.0 -— -— _— _— '
1 - —_— -— - 4.6 69. 2 2.4 24
4 4,2 64.8 4.2 26.8 6.7 68.3 3.1 21.9
2.2 62.4 5.4 30.0 4.0 70.7 5.1 20. 2
10 6.0 57.7 4.3 32.0 —_— -— J— —
- -— 3.3 68. 2 4.9 23.6

1 -— —

14 4.6 60.5 3.3 31.6 8.1 59.6 5.1 27.2
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FIGURA 30
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Evolucidén de los porcentajes de cada fosfolipido en los microsomas de
higado a lo largo de la edad. ( — ) Pollos con dieta estandar; (--:+) pollos
con dieta con colesterol al 2 %.( ® ) Esfingomielina; ( 0) fosfatidilcolina;

( ®m ) fosfatidilinositol; ( O ) fosfatidiletanolamina.
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TABLA XXX

Influencia de la edad y de una dieta suplementada con colesterol al 2 % so-

bre la relacién molas colesterol / fosforo lipidico en microsomas de hfgado

de pollo.
Relacién molar
c/P
Edad (dias Dieta estandar Dieta + colesterol
0 0.410 e
1 —_ 0.514
4 0. 390 0.860
7 0. 379 0.940
10 0. 288 ——
11 —— 0. 731

14 0. 265 0.730




Relacién molar Colesterol/Fosfolipidos
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FIGURA 31
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Influencia de la suplementacién de colesterol a la dieta sobre las variaciones
de la relacién molar colesterol / fosforo lipidico de los microsomas de hlfgado

a lo largo de la edad. ( ® ) Pollos con dieta estandar; ( O ) pollos con dieta

rica en colesterol.
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Por otra parte, la relacidén molar C/P, en pollos contro-
les a lo largo de la edad no parece alterarse mucho, si bien, tiende a dis-
minuir a lo largo de los dias estudiados, aumentando por tanto su grado de

fluidez.

4.D. 2.- Microsomas de cerebro

De la misma manera que en higado, se han estudiado los
componentes lipfdicos de la membrana microsomal a lo largo de la edad

en polios con dieta estandar y en pollos con dieta de colesterol al 2 %.

4.D.2.1.- Colesterol total, libre y esterificado.

La cantidad de colesterol total presente en la membrana
microsomal de cerebro, muestran un incremento contfnuo en el intervalo

(de 0-14 dias) en pollos controles.

En el caso de polios con dieta rica en colesterol, los valo-
res se mantienen ligeramente por encima de los valores control. Los resul-

tados se presentan en la tabla XXXI y fig. 32.

Las determinaciones de colesterol libre y esterificado se
muestran en la tabla XXX (fig. 33), pudiéndose observar que en pollos
controles, en todo momento hay un mayor porcentaje de colesterol libre y
esterificado a lo largo de la edad, tan solo el dia cuatro hay una aproxi-

macién de ambos presentandose casi en un porcentaje del 50 % cada uno.



TABLA XXXI

Contenido en colesterol total, libre y esterificado de los microsomas de

cerebro durante el periodo postnatal, en pollos con dieta estandar y pollos

con dieta con colesterol al 2 %.

_Hg colest/% prot. Dieta estandar Dieta + colesterol Col. total Col. incorporado
Edad Dieta Dieta « Libre Esterificado Libre Esterificado tncorporado Libre Esterificado
(dias) estandar _colesterol pg/mg % ug/mg % pa/ma % Hg/mg % pg/mg Jg/mg pg/mg
Y 38.1 -— 27.9 73.2 10.2 26.8 —— ——— — -— - P —
1 — 5§5.1 —— ——— -— —_— 49.3 89.5 5.8 10.5 17 21. 4 -4.4
4 39.9 56.6 20.8 52.2 19.1 47.8 34.5 61.0 22.1 39.0 16.7 13.7 3
7 45.1 46.0 32.9 73.0 12.2 27.0 40.5 88.0 5.5 12.0 0.9 7.6 -6.7
10 62. 1 68.0 49.7 80.0 12.4 20.0 65.3 96.0 2.7 4.0 5.9 15 6 -9.7
14 87.9 103.0 72.0 8.9 15.9 18.1 96.8 94.0 6.2 6.0 15.1 24.8 -9.7




Colesterol total ()Jg/mg Prot.)
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FIGURA 32
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Influencia de la suplementacién de colesterol a la dieta sobre el contenido
en colesterol total en los microsomas de cerebro durante las primeras se-
manas de vida. ( ), Pollos con dieta estandar; ( O) pollos con dieta de

colesterol al 2 9.




Colesterol (%)
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FIGURA 33
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Cambios en el porcentaje de colesterol libre y esterificado de microsomas
de cerebro a lo largo de la edad en polios alimentados con dieta estandar
( — )} y pollos alimentados con dieta rica en colesterol (s+«:). ( B ) Coles-

terol libre; (O),. colesterol esterificado.
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En pollos con dieta de colesterol al 2 %, los cambios en
los porcentajes de ambas formas a lo largo de la edad son‘par‘élelos a
|l os controles. Sin embargo,al contrario que en los microsomas hepéaticos:
la suplementacién de colesterol en la dieta aumenta el porcentaje de coles-

terol en forma libre y disminuye el esterificado.

4, D. 2.2.- Fosfolipidos totales, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina

esfingomielina y fosfatidilinosital

Al igual que en el caso del hfgado, se ha estudiado en mi-
crosomas de cerebro, su composicion en fosfolfpidos y la cantidad total de

cada uno de los principales de ellos.

Los resultados que se expresan en la tabla XXXIl y fig. 34
muestran las variaciones de fosforo lipf{dico total a lo largo de la edad,en
pollos controles y pollos con dieta rica en colesterol,pudiendo apreciar pe-
quefias variaciones entre ambos lotes de animales y sucediendo en ambas
circunstancias un incremento progresivo de fésforo total durante los dias

estudiados.

En la tabla XXXIIl (fig. 35) se muestran los ug de cada
fosfolfpido en las condiciones antes sefialadas, aprecidndose un incremento
a lo largo de los dias, de los fosfolipidos mayoritarios (fosfatidilcolina, fos-
fatidiletanolamina, fosfatidilinositol). L.as diferencias entre pollos controles
y pollos con dieta no son muy grandes, tan solo hay que sefialar que la fosfa-
tidilcolina de pollos con dieta rica en colesterol se mantiene siempre con va-

| ores superiores a los controles, sobre todo a partir de la primera semana.
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TABLA XXXII

Influencia de la edad y de la suplementacidn de colesterol a la dieta sobre

el contenido en fosoforo lipidico de los microsomas de cerebro de pollo.

Mg P/ mg prot.

Edad (dias) Dieta estandar Dieta+ colesterol
0 9.4 _———
1 — 10. 2
4 11.4 10.7
7 12.6 11.3
10 13.9 15.8

14 22.4 26.6




Fésforo lipidico total {(ug/mg Prot.)

- 187 -

FIGURA 34

Edad (dias)

\Variaciones en el contenido en fosforo lipfdico de los microsomas de cerebro

de pollo a lo largo de la edad. (m) Pollos con dieta estandar ( O ) pollos con

dieta rica en colesterol.



TABLA XXXIII

Contenido en esfingomielina, fosfatidilcolina, fosfatidilinositol y fosfatidile-
tanolamina de los microsomas de cerebro de pollo a lo largo del desarrollo-

llo postnatal en condiciones normales y en condiciones de dieta suplementa-

da con colesterol al 2%.

Fosforo lipidico ( ug P / mg prot.)

Edad Dieta estandar Dieta + colesterol

(dias) SM PC PI PE SM PC Pl PE |
0 0.75 5.22 0.70 2. 42 — _— —_ - @
1 - - - - 0.52 5.22 0.19 3.15 |
4 1.02 4,08 1.36 1.43 0.50 4,17 0.87 1.53
7 0.43 4. 31 1.44 1.95 0.85 5.23 1.42 1.64

10 0.54 6.50 2.1 2.03 0.71 7.58 1.89 2.84

14 0.69 10. 31 2.99 4. 46 1.65 11.02 3.54 3.15




pg P/mg Prot.

pug P/mg Prot.
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FIGURA 35
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Edad (dias)

Variaciones de cada fosfolipido en los microsomas de cerebro a lo largo de
la edad. ( — ) Pollos condieta estandar; (++++), pollos con dieta con coles-
terol al 2 %. ( ® ), Esfinfomielina; (O ), fosfatidilcolina; (™ ), fosfatilino-

sitol; ( O ), fosfadiletanolamina.
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Por otra parte, 'Ios porcentajes relativos de estos fOSfOlI/-
pidos, determinados en microsomas de cerebro en las condiciones repe-
tidamente sefialadas, se muestran en la tabla XXXIV y fig. 36, a lo largo
de la edad observandose que no hay variaciones apreciables ni en los con-

troles ni en los pollos con dieta de colesterol.

4.D. 2. 3. - Relacién molar colesterol / fésforo lipfdico

Con la misma intencidén que en el caso del hfgado, se ha
determinado la relacidén molar C/P de las membranas microsomales de
cerebro. En pollos normales, los resultados muestran que no hay cambio
considerable a lo largo de la edad, mientras que lospollos sometidos a una
dieta rica en colesterol presentan un pequefio aumento los cuatro primeros

dias disminuyendo luego hasta igualarse a los controles.

Los resultados se expresan en la tabla XXXV y fig. 37.

4.D.3.- Microsomas de asa duodenal

4. D. 3. 1.~ Colesterol total, libre y esterificado.

El estudio, en microsomas de intestino, del contenido en
colesterol se ha realizado igualmente en lotes de pollos controles alimen-
tados con dieta estandar y pollos sometidos a una dieta rica en colesterol,
determinando el colesterol durante un intervalo de 0-14 dfas del periodo

postnatal.



TABLA XXXIV

influencia de la edad y de una dieta suplementada con colesterol sobre el

tanto por ciento de los principales fosfolipidos de los microsomas de cerebro

de pollo.
Fosforo |Ipidico (%)
Edad Dieta estandar Dieta + colesterol
(dias) SM PC Pl PE SM PC Pl PE
0 8.2 57. 4 7.7 26.6 —-——— ——— _—— _—
1 —_— _— — _— 5.8 57.3 2.3 34.6
4 12.9 51.7 17.2 18. 1 7.1 57.0 14.3 21.6
7 5.2 53.0 17.7 23.9 9.2 57.2 15.5 17.9
10 4.8 58.1 18.7 18. 1 5.4 58.3 14.5 21.8

14 3.7 55.8 16.2 24.1 8.5 56.9 18.4 16.2

-6l -
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FIGURA 36
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Evolucién de los porcentajes de cada fosfolipido en los microsomas de cerebro
a lo largo de la edad. {—) Pollos con dieta estandar; () pollos con dieta con
colesterol al 2%.( W) Esfingomielina; ( O ) fosfatidilcolina; ( ® ) fosfa-.

tidilinositol; ( O ) fosfatidiletanolamina.
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TABLA XXXV

Influencia de la edad y una dieta suplementada con colesterol al 2 % sobre

la relacién molar colesterol / fosfolipido en microsomas de cerebro.

Relacién molar

, c/P
Edad (dias) Dieta estandar Dietatcolesterol
0 0.324  =e——-
1 S 0.432
4 0. 280 0.423
7 0. 286 0.325
10 0. 357 0.344

14 0.314 0.310
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FIGURA 37

0.4} \9745\.

Relacién molar Colesterol/Fosfolipidos.

1 1 1 1 [l
1 4 7 10 14
Edad (dias)

Influencia de la suplementacién de colesterol a la dieta sobre las variaciones
de relacién molar colesterol / fosforo lipidico de micorosmas de cerebro a

lo largo de la edad, { B ) Pollos con dieta estandar; (0) pollos con dieta rica

en colesterol.
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Los resultados que se muestran en la tabla XXXVI fig. 38
nos indican muy pequefias variaciones del colesterol total en pollos contro-
les y lo mismo en pollos sometidos a dieta, aunque estos presentan siempre

valores superiores a los controles.

En la fig. 39 se muestran los porcentajes de colesterol li-
bre y esterificado en las condiciones sefialadas anteriormente pudiéndose
apreciar que a partir del cuarto dia se incrementa progresivarﬁente el porcen-
tanje de libre a costa de una disminucidn del esterificado. La suplementa-
cibn de colesterol en la dieta parece anular las variacioes a lo largo la
edad en los porcentajes de cada uno de ellos, existiendo siempre una mayor

proporcibébn de forma libre.

4.D. 3. 2.- Fosfolipidos totales, fosfatidilcolina fosfatidiletanolamina, esfin

gomielina y fosfatidilinositol

En las mismas condiciones del apartado anterior,se han
determinado los fosfol [pidos totales, mostrandose los resultados en la tabla
XXXVl y fig. 40. Podemos apreciar,tanto en controles como en pollos con
dieta de colesterol al 2 %, pequefas variaciones a lo largo de la edad, sien-
do mayor la cantidad de fosforo Iipfdico en pollos con dieta de colesterol
frente a sus controles, durante la primera semana y menor durante la se-

gunda.

La cantidad de cada fosfolfpido presente en pollos controles
y pollos con dieta a lo largo de la edad, se muestraen la tabla XXXVIII
fig. 41. Se aprecia que, mientras que no aparecen variaciones en los fos-
folfpidos minoritarios (esfingomielina y fosfatidilinoéitol), ni con la edad

ni con el estimulo del colesterol en la dieta, por el contrario la fosfatidilco-



TABLA XXXVI

Contenido en colesterol total, libre y esterificado de los microsomas de
asa duodenal durante el desarrollo postnatal en pollos con dieta estandar

y pollos con dieta con colesterol al 2%.

Mg colest[mg. prot. Dieta estandar Dietascolesterol col. total col. incorporado
Edad Dieta Dieta « Libre Esterificado Libre Esterificado Incorporado Libre Esterificado
{dias) estandar _ colesterol pg/mg % ug/mg % _pg/mg % ug/mg % pg/mg pg/mg pg/mg
o 39.8 - 28.4 71.4 11.4 28.6 —— ——— —— — -~— - _—
1 -—— 45.9 -—- ~—— —— -—— 35.6 77.7 10.3 22.3 6.1 7.2 -1.1
4 23.6 49. 4 13.3 56.6 10.2 43. 4 35.3 7t.4 14.1 18.6 25.8 24.95 3.85
7 39.4 57.7 30.3 76.9 9.1  23.1 40.4 70.0 17.3 30.0 18.3 10.1 8.2
10 41.3 —— 35.0 84.7 6.3 15.3 —— e ——— _— _— —— ——

11 - 52.6 - —-— — -— 40.0 76.0 12.6 24.0 -—

14 44.9 49.8 39.6 88.3 5.3 1.? '34.9 70.0 14.9 30.0 4.9




FIGURA 38
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Influencia de la suplementacidn de colesterol a la dieta sobre el contenido en

colesterol total de los microsomas de asa duodenal durante las primeras se-

manas de vida. (A ). Pollos con dieta estandar; ( A ) pollos con dieta de co-
lesterol al 2 %.
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FIGURA 39
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Cambios en el porcentaje de colesterol librey esterificado de microsomas

de asa duodenal a lo largo de la edad en pollos alimentados con dieta estandar

(— ) y pollos alimentados con dieta rica en colesterol (:--

libre; ( A ), colesterol esterificado.

). ( A) Colesterol
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TABLA XXXVII

Influencia de la edad y de la suplementacidén de colesterol a la dieta sobre el

contenido en fosforo lipfdico de los microsomas de asa duodenal de polio.

Fosforo total

Jg [/ mg prot.

Edad (dias) Dieta estandar Dieta + colesterol
0 6.4 _
1 - 7.4
4 5.2 8.0
7 5.8 5.8
10 8.7 ——
11 _ 7.7

14 10.2 7.2
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TABLA XXXVIII

Contenido en esfingomielina, fosfatidilcolina, fosfatidilinositol y fosfatidile-

tanolamina de los microsomas de asa duodenal de pollo a lo largo del desarro-

llo postnatal en condiciones normales y en condiciones de dieta suplementada

con colesterol al 2 %.

=)
pg  / mg Prot.

|
Edad Dieta estandar Dieta + colesterol §
(dias) _SM PC Pl PE SM e Pl PE '
0 0.78 3.13 0. 49 2.01 — — — N
1 — _— f—— — 0.32 4.57 0. 48 1.68
4 0. 34 3.10 0.82 1.38 0.32 3.16 0.59 1.57
0.58 3. 49 0.58 1.16 0.62 3.60 0.38 1.20
10 0. 41 4.80 0.71 2.19 — —— — —
—- —— 0.44 3.30 0.27 1.33

11 —— —_—

14 0.91 6.16 0.96 2.84 0. 39 3.51 0.21 1.58




Jg P/mg Prot.
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FIGURA 41
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Edad (dias)

Variaciones de cada fosfolipido en los microsomas de asa duodenal a lo largo
de la edad. (—) Pollos con dieta estandar; (-:+) pollos con dieta con coles-
terol al 2 %. (@) Esfingomielina; ( O ) fosfatidilcolina; ( @) fosfatidilino-

sitol; (O ) fosfatidiletanolamina.
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lina en controles, aumenta con la edad mientras que la fosfatidiletanolamina

tiende a aumentar durante la segunda.

En pollos con dieta suplementada con colesterol la cantidad
de fosfatidilcolina casi se mantiene durante los dias ensayados, presentan-
dose en niveles por debajo de sus controles durante la segunda semana. L.a
fosfatidiletanolamina tampoco varia con la edad en condiciones de dieta que-

dando también por debajo de sus controles en la segunda semana.

En lo referente a los porcentajes de cada fosfolipido en las
condiciones antes citadas, podemos apreciar por la tabla XXXIX vy fig. 42
’ . . .
que estos no varian apenas con la edad ni con una dieta rica en colesterol,
siendo siempre IafosfatidilcolinaelfOSfolfpido que presenta mayor porcen-

taje seguido de Iafosfatidiletanolamina,esfingomielina y fosfatidilinositol.

4.D.3.3.- Relacidn molar colesterol / fésforo Ifpido.

Al igual que en los tejidos anteriores,se estudiaron los
cambios en el grado de fluidez de las membranas microsomales de asa
duodenal en pollos con dieta estandar durante el periodo postnatal, y en
pollos con dieta rica en colésterol, tratando de ver su relacién con los

cambios apreciados en la actividad HMG-CoA reductasa microsomal.

En la tabla XL y fig. 43 se indican los resultados., Se obser-
van variaciones. de la relacién molar a lo largo de la edad en pollos contro-
les. Estas mismas variaciones se producen de forma paralela en pollos con
dieta de colesterol pero con una relacién molar superior, lo que indica un

grado de fluidez menor en pollos tratados con colesterol en la dieta.



TABLA XXXIX

Influencia de la edad y de una dieta suplementada con colesterol sobre el

tanto por ciento de los principales fosfolipidos de los microsomas de asa

duodenal de polios.

%

Edad Dieta estandar Dieta + colesterol |
(dias)  SM PC Pl PE SM PC Pi PE §
0 12.2 48.8 7.7 31.3 —- — — — '

1 -— - _— _— 4.5 64.7 6.8 23.8
4 6.0 55.0 1.5 24.5 5.7 56.0 10.5 27.8
10.0 60.0 10.0 20.0 10.7 62.0 6.5 20.7

10 5.1 59.1 8.7 27.0 — — — —
1 -—- — _— _— 8. 2 61.8 5.1 24.9

14 8.4 56.5 8.9 26.2 6.8 61.7 3.7 27.8




o
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FIGURA 42
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Edad (dias)

Evolucidn de los porcentajes de cada fosfolipido en los microsomas de asa
duodenal a lo largo de la edad. (— ) Pollos condieta estandar; () pollos
con dieta con colesterol al 2 %. ( ® ) Esfingomielina; ( O ) fosfatidilcolina;

( w ) fosfatidilinositol; ( O ) fosfatidiletanolamina.
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TABLA XL

Influencia de la edad y de una dieta suplementada con colesterol al 2 % sobre

la relaccidn molar colesterol / fosforo lipidico en microsomas de asa duodenal

de pollo.

Relacién molar

c/P
Edad (dias) Dieta estandar Dieta + colesterol

0 0.499 = emm——
[ 0. 496
4 0. 363 0. 494
7 0.544 0.795

10 0.379  cmee-

" —_—— 0.545
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FIGURA 43
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Influencia de la suplementacién de colesterol a la dieta sobre las variaciones

de la relacidn molar colesterol / fosforo lipidico de los microsomas de asa
duodenal a lo largo de la edad. ( A) Pollos con dieta estandar; ( A ) pollos

con dieta rica en colesterol.
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Consideraciones generales.

La importancia de la HMG-CoA reductasa como enzima cla-
ve en la biosintesis del colesterol explica el elevado nUmero de grupos de
trabajos que en la actualidad se dedican a su estudio desde diversos puntos
de vista. Por una parte, hemos de destacar los estudios encaminados a re-
lacionar la actividad reductasa con la mayor o menor intensidad de la biosin-
tesis del colesterol, principalmente con objeto de contribuir a la prevencion
y / o mejora de aquellos estados patolégicos derivados de un desequilibrio
en el contenido de colesterol. En este sentido podemos mencionar todos
aquellos trabajos que tratan de explicar la accibn hipocolesterolémica de
numerosos productos, naturales o sintéticos, mediante su actuacidén a nivel
de la reductasa. Por otra parte, existe otra linea de trabajo relacionada
fundamentalmente con la regulacién de la enzima por factores fisiolbdgicos
que de alguna manera afectan a |la biosintsis de colesterol. Entre estos factcl
res hay que mencionar a los distintos tipos de dieta, a las hormonas y,fun-
damentalmente,aquellos relacionados con los cambios ritmicos exhibidos por
un proceso o una enzima a lo largo del dia , conocidos bajo el nombre de

ritmo diurno.

Todos estos estudios se han realizado sobre animaies adul-
tos, generalmente rata y raton, siendo muy escasos los conocimientos que
actualmente se poseen sobre la regulacidn del proceso biosintético mencio-
nado en animales no mamfferos y, mas concretamente, en aves. Asimismo,

a pesar de la importancia del colesterol como constituyente Ifpidico mayo~
ritario de la mielina, es muy pocolo que se conoce hasta el momento sobre la
regulacién de su sintesis durante aquellas etapas del desarrollo caracteri-

zadas por un elevado grado de formacién de mielina.
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Los resultados presentados en esta Memoria Doctoral for-
man parte de una linea de trabajo orientada al estudio de la regulacién de
la biosintesis del colesterol durante la mielinizacién del pollo. Resultados
anteriores obtenidos respecto a las variaciones del contenido en colesterol
total, libre y esterificado,de distintos organos de este animal durante el de-
sarrollo post'natal) asi como sobre algunas de las enzimas del metabolismo
del Acido mevalbnico, (214, 215) ponian de manifiesto la necesidad de estudiar
los posibles cambios en la actividad HMG-CoA reductasa, asi como alguno
de los mecanismos de regulacién & los que podia verse sometida la enzima

durante esta etapa del desarrolio.

Como fase preliminar del estudio, se hizo necesario dispo-
ner de un sistema exacto y altamente repetitivo para la determinacibén de los
pequefios niveles de la actividad reductasa, que permitiera a la vez la de-
mostracidn inequivoca de que las posibles variaciones observadas fuesen
reales y no derivadas de artefactos en la determinacién. La actividad re-
ductasa es, en efecto, la mas baja entre las exhibidas por las enzimas que
intervienen en esta etapa biosintdtica, actuando como factor limitante de la
velocidad de sintesis del colesterol (216). Los métodos colorimetricos des-
critos para su determinacién presentan el gran inconveniente de su falta
de especificidad cuando se manejan, como en este caso, preparaciones en-
zimaticas no purificadas. Mucho mas especificos son los sistemas que se
basan en la cuantificacién del producto de la reaccibén, y entre ellos, los

métodos radioisotdpicos.

En el presente trabajo se ha utilizado en esencia el siste-
ma descrito por Shapiro y col.(135) en 1974. basado en la cuantificacion al
estado de lactona de todo el acido mevalbénico originado en la reaccibén, a

. 14 : . ‘s
partir de = C-HMG-CoA, sin necesidad de su extraccidon con éter. Como
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patrén interno se ha utilizado 3H-—MVA, lo cual permite un mejor aislamien-
to por cromatografia en capa fina. Sin embargo, a pesar de utilizar el mis-
mo liquido de desarrolloy las mismas condiciones que las descritas por
Shapiro (135) para la cromatografia en capa fina, el valor Rf observado pa-
ra la mevalonolactona fué diferente del esperado; 0.3-0.5 frente al 0.6-0.9
descrito. Este resultado ha sido constatado repetidamente, tanto en el caso
de utilizar producto marcado con 140 como con 3H. Asimismo, en expe-
riencias llevadas a cabo con objeto de simular la reaccidn enzimética, la me-
valonolactona queda separada del sustrato de la reaccibn apareciendo con un
Rf 0. 3-0.5. La recuperacidn del producto de la reaccién fué mas o menos se-
mejante en ambos tipos de experiencias, de donde se deduce la no interferen-
cia del HMG-CoA en la determinacidn del MVA, incluso cuando la relacion

sustrato/producto es del orden 10/1.

Por otra parte, los resultados obtenidos en experiencias
simuladas realizadas en ausencia del sistema regenerante de NADPH nece-
sario para la actividad enzimética, han permitido poner de manifiesto que la
posible interferencia debida a la produccidn inespecifica de HMG- iibre por
hidrdlisis del HMG-CoA no es de tener encuenta en nuestro caso, ya que la-
radiactividad recuperada en la zona correspondiente al HMG - que coin-
cide con la de la mevalonolactona- es independiente de la cantidad de pre-
paracién enzimética utilizada y, en todo caso, despreciable frente a la can-

tidad de MVVA originado.

Las variaciones descritas en la bibliografia para la activi=
dad HMG-CoA reductasa no solamente resultan imputables a las distintas
condiciones fisiolbgicas sino que parece haberse demostrado una notable

influencia del sistema de preparacibén enzimética, especialmente, respecto
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al tampon utilizado para el aislamiento de los micr‘osomas; En este sentido,
hemos procedidoal estudio de la posible influencia de cada uno de los fac-
tores usados como !"protectores! en dicho aislamiento : DTT, CINa y EDTA.
Se han probado diferentes concentraciones de cada '"protector!, observando
se que las concentraciones descritas por Shapiro (135) y utilizadas por noso-
tros corresponden bien al maximo de actividad o a zonas muy préximas, no
existiendo ademas los inconvenientes que una concentr‘aci{én mas elevada
podria originar (ver caso del EDTA). De la misma manera se ha demostra-
do en otra serie de experiencias que la concentracidn usada de cada "protec-
tor" no interfiere en la determinacién de proteinas, segun el método de
Lowry, obviando asi el posible inconveniente mencionado por algunos auto-
res, especialmente cuando se trabaja con concentraciones elevadas de DTT.
En cualquier caso, las concentraciones utilizadas por nosotros no influyen
de ninguna manera sobre los valores de proteinas observadas, conclusibon a
la que se ha llegado determinando las proteinas de una misma suspensibdn
microsomal en presencia de cantidades crecientes de los distintos !"protec-

tores! ensayados.

Todas las experiencias anteriormente expuestas nos han
permitido disponer de un sistema altamente reproducible para la determina-
cibn de la acti\)idad HMG-CoA reductasa de diferentes organos de pollo.
Ello ha constituido la primera parte de los resultados agrupados como pues-
ta a punto de la determinacién de la actividad enziméatica. Sin embargo, tam-
bien consideramos necesario establecer la proporcionalidad entre la activi-
dad enzimética observada y el tiempo de incubacién de la reaccién, por una
parte, y la cantidad de proteina microsomal usada, por otra parte. Ambas
particularidades han sido establecidas, lo cual nos ha permitido manejar

preparaciones microsomales de los distintos 6rganos de pollo de diferente
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concentracibén protéica, dentro de los margenes previamente encontrados,
asi como poder expresar en cada caso la actividad HMG-CoA reductasa co-

mo actividad especifica en pmoles/min/mg proteina.

Un Gltimo aspecto sobre el que deberiamos tener plena segu-
ridad en nuestros resultados, antes de estudiar las posibles variaciones
debidas a los cambios de edad, se referia a las condiciones de mantenimien-
to de la enzima. Por una parte, se ha estudiado la estabilidad de la enzima
a 4°C durante un periodo de 48 h al estado de suspension microsomal. Al
cabo de este tiempo la enzima perdia alrededor de un 50 % de su actividad,
pér‘dida que era pricticamente despreciable durante las primeras 7 h. de
conservacibdn, por lo que se establec!d este limite para todas las determina-
ciones. Por otra parte y en una serie paralela de experiencias, se estudid
la posible influencia del ion F . sobre la estabilidad de la enzima en las mis-
mas condiciones anteriores. En efecto, se ha descrito recientemente y por
varios autores (148, 157) la existencia de dos formas de la enzima, una fos-
forilada (inactiva) y otra defosforilada (activa)interconvertibles a traves de
sendas reacciones catalizadas enzimaticamente. La activacién por una fosfa-
tasa puede ocurrir durante el aislamiento de los microsomas (150). En
nuestro caso, la perdida de actividad observada durante le mantenimiento
a 4°C no es compatible con la activacibén que podria esperarse en tales con-
diciones. Podria objetarse, que esta inactivacibén fuése mayor en presencia
de ion F—, conocido inhibidor de las fosfatasas, ya que actuaria impidiendo
la activacién enzimdtica de la reductasa y, por tanto, disminuyendo su acti-
vidad neta. Sin embargo, los resultados obtenidos en nuestro caso son se-
mejantes tanto en presencia como en ausencia de ion F_, lo cual parece in-
dicar la independencia de la inactivacién a 42C respecto al proceso enzima-

tico de interconversibén, y lo que es mas impor‘tante,confir'ma que no existe
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activacidn de la r'educta‘sa durante la manipulacién de las suspensiones
microsomales. Estos resultados no concuerdan con la activacién de 5-7
veces observada por Nordstrom y col, (150) durante el aislamiento de los
microsomas de hfgado de rata, incremento que era bloqueado por la utili-
zaéic’m de FNa 50 mM. Sin embargo hay que mencionar que esta activacibén
suele ser dependiente de la temperatura. En efecto, ya en los primeros
trabajos sobre este tema, Berndt y Gaumert (217) demostraron que la acti-
vaciébn era muy rapida a 372C pero practicamente nula a 02C. Asimismo,
hay que resaltar que en los Ohicos trabajos existentes sobre la HMG-CoA
reductasa de aves debidos al grupo de Beg (218-220) no se menciona la
activacidén por defosforilacién descrita en higado de rata e incluso, en el
Gitimo de estos trabajos (220) parece haberse demostrado que la actividad
enzimatica no se incrementa por preincubacién a 372C durante 20 min. de
cualquiera de las formas; microsomal, solubilizada o altamente purificada de
la enzima. Los resultados de Beg en hfgado de gallinas ponedoras coinciden
con los nuestros obtenidos en hfgado de pollo recien nacido y aunque en nin-
gtfn caso pueden considerarse como expresiéon de la imposibilidad de exis-
tencia de formas interconvertibles de la enzima, sf,en cambio,demuestran
que no ha habido activacién durante la manipulacién previa a las determina-
ciones. Queda,por‘ Gitimo, abierta la posibilidad de que el mecanismo de
modulacién covalente de la reductasa sea dependiente de la edad, de la mis-
ma manera que el conocido ritmo diurno de la enzima de higado parece pre-
sentarse en el pollo a partir de un cierto dia, incrementandose su amplitud

a lo largo del desarrollo postnatal. (22! ).

En cualquier caso, la significacién fisioldgica de la fosfo-
rilacibdn -defosforilacién de la reductasa no ha sido aun establecida puesto

que la mayoria de estos trabajos se han llevado a cabo "in vitro.
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Variaciones de la actividad HMG-CoA reductasa a lo largo de la edad

La segunda parte de esta Memoria Doctoral comprende
las variaciones exhibidas por la HMG-CoA reductasa en diferentes 6rga-
nos de pollo durante los primeros dias despues de la eclosidon. Como decia-
mos en la introduccién, esta etapa de la vida del pollo corresponde a aque-
Ilos dias en que esta finalizando la mielinizacibén,a la vez que involuciona
rdpidamente el saco vitelino (hasta 5-6 dias aproximadamente) y a los dias,
en los que el animal desarrolla sus propios mecanismos biosinteticos (6~

15 dfas aproximadamente).

El conocimiento de los cambios que una enzima puede sufrir
en relacién con la edad,forma parte de lo que actualmente se conoce con el
nombre de "historia del desarrollo'" de las enzimas y que tanta importancia
esta adquiriendo con vistas a la diferenciacién enzimatica. De acuerdo con
ella, las enzimas pueden clasificarse en varias categorias, atendiendo fun-
damentalmente al tiempo en que emergen o bien al tiempo en que sufren un
cambio brusco en su “cantidad ' . Asi, la emergencia de las enzimas en deter
minadas etapas del desarrollo, asi como su teleonomia y las peculiaridades
de estos fendbmenos en rata,fué estudiado con un cierto detalle por Geengard
en 1971 (222 ). Posteriormente la misma autora publicd otra revisién sobre los
cambios de varias enzimas durante el desarrollo del pollo (84 )estableciendo
algunas particularidades y corolarios fisiolbgicos de la diferenciacidén enzinlé
tica. En este sentido, puesto que las enzimas al ser sitetizadas por primera
vez originan nuevas potencialidades metabblicas, la fecha de tales aparicio-
nes pueden marcar un hito en las necesidades fisiolégicas relacionadas con
los cambios en el ambiente interno o externo de un determinado ser vivo.

Aunque los cambios cuantitativos de ciertas funciones son dificiles de medir
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no hay duda de que las variaciones en las '"cantidades " enziméticas pueden

ser buenos indicadores de los cambios de capacidad catalfltica "in vivo ".

Por otra parte, principalmente por razones histc;r*icas,la
naturaleza y la cantidad de informacién sobre la diferenciacién enzimética
en mamlferos es muy distinta a la existente en aves. En efecto mientras
que el nUmero de enzimas estudiadas en organos de mam/! feros adultos es
mayor que el descrito en aves, la Bioqufmica del embridn de pollo estd
mejor conocida en términos enziméticos que la del feto de rata. Asimismo,
en los trabajos sobre pollo es muy frecuente la comparacidén entre el compor-
tamiento de varios 6r‘ganos mientras que el 90 % de los estudios en mam/{fe- +
ros han sido realizados en el hfgado. ;
Concretdndonos a la biosintesis del colesterol, solo existen
pocos datos y muy fragmentarios sobre su evolucidén en aves {75, 82, 86, 87).
Ello nos llevd a estudiar, en anteriores trabajos, la evolucién del conte-
nido en colesterol total, libre y esterificado, en distintos érganos del pollo
durante la etapa postnatal, para ampliarios posteriormente sobre la evolu-
cidén de algunas de las actividades enzimdticas implicadas en su biosintesis.
Con este objeto se han obtenido los resultados de la presente memoria Doc-

toral que se discuten a continuacidn;

En primer lugar, las variaciones exhibidas por la reducta-
sa hepatica muestran que no existe pr‘a/cticamente actividad durante los 5
primeros dias de vida, incrementandose de una manera brusca hasta los
dias 9-10 apr‘oximadamente)a partir de los cuales tiende a estabilizarse.-
Los resultados obtenidos previamente sobre el colesterol hepatico duran-
te los mismos dias ponfan de manifiesto una disminucién muy acusada del

total durante los 4-5 primeros dias disminuyendo mas lentamente después
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hasta |legar a estabilizarse (213). Sin embargo, cuando se examinaron los
cambios en los porcentajes de colesterol librey esterificado, se observd
un claro aumento de la forma libre hacia los dias 4-5, {legandose a una
clara inversibdn de los porcentajes hacia los dias 7-8, a partir de los cuales
predominaba marcadamente el colesterol libre. Esto parecia indicar que la
mayor parte del colesterol existente en el hfgado durante los primeros dias
procede de la yema (forma esterificada), no siendo necesario el funciona-
miento de los propios mecanismos biosintéticos. Sin embargo, cuando este
colesterol disminuye, él animal tiene que afrontar sus propios requerimien-
tos, comenzando entonces a sintetizarse 'de novo'" las cantidades necesa-
rias de colesterol. En este sentido, la aparicién y fuerte incremento ob-
servado en la actividad reductasa en estos dias, coincidentes como hemos
dicho con la involucién del saco vitelinoc , estd completamente de acuerdo
con los requerimientos biosintéticos en colesterol. No podia ser de otra
forma, habida cuenta de la importancia de esta enzima en el proceso meta-
bdlico en estudio. Un iqcr‘emento del mismo tipo, aunque menos acusado,

se ha observado tambieﬁ enla actividad mevalonato cinasa de hfgado de
pollo, mientras que lo s niveles de fosfomevalonato cinasa nho parecen ver-

se afectados sensiblemente con la edad (223).

Al intentar comparar nuestros resultados con los reseflados
en mamfferos hay que indicar que la eclosibén en pollo y el destete en rata
pueden ser considerados como puntos anilogos, por cuanto que son ambos
los que representan el paso final hacia la independencia. Los trabajos de
Mcnamara y col. por una parte ( 142 ) y los de Ness y col. por otra (146 ),
muestran un fuerte incrmento de la actividad reductasa de higado de rata
a partir del momento del destete, lo cual vendria a corroborar o afirmado

. . . I d . « .
anteriormente. Asimismo, la prdcticamente nula actividad observada duran
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te la Gltima etapa de la lactacia vendria a coincidir con los resultados pues

tos de manifiesto en higado de pollo durante los 5 primeros dias de vida.

La principal explicacién dada generalmente a los cambios
de la actividad reductasa hepatica suele basarse en considerarlos como
respuesta a la ingestién de colesterol con la dieta. En efecto, es conoci-
do que el colesterol, especialemente en forma esterificada disminuye fuerte-
mente la actividad en hfgado de rata adulta y que existe una relacién inver-
sa entre la concentracidén hepatica de colesterol y la actividad reductasa .
(119). Por tanto, dado que la leche de rata contiene colesterol, los cambios
en la actividad enzimatica durante el desarrollo pueden ser un reflejo de la
ingestidn de colesterol y de sus niveles hepdticos si bien esta Gltima condi-
cidn no parece haber sido completamente demostrada (142). Sin embargo, la
posible influencia del colesterol de la dieta no puede invocarse a la hora de
explicar los cambios observados en la actividad reductasa de hfgado de pollo,
ya que los animales se encuentran sometidos a un mismo tipo de dieta desde
el momento de la eclosidén. En cambio, dichas variaciones podrian estar re-
lacionadas con las observadas en la cantidad de colesterol esterificado,
cuya cantidad por 100 mg dé’peso fresco y cuyo porcentaje respecto al
total disminuyen marcadamente hacia las mismas fechas en que se da el
aumento de la actividad reductasa. No obstante, no puede descartarse en
modo alguno la necesidad apuntada anteriormente de proceder a la sinte-

sis "de novo!' de colesterol que parece ocurrir a la misma edad.

En cerebro, la actividad reductasa no muestra variaciones
. . . N »
apreciables durante el periodo ensayado (1-16 dias). De nuevo en este orga-
no existe un cierto paralelismo con las variaciones de colesterol en cual-

quiera de sus formas de presentarse, asi como con los cambios en el por-
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centaje de formas libre y esterificado. En efecto, en cerebro de pollos de
la misma edad el 95-100 % del colesterol se encuentra en forma libre, sin
que sus nivelesse afecten a lo largo del desarrollo postnatal. Resultados
no publicados obtenidos en nuestro Departamento muestran que este ele-
vado porcentaje de colesterol libre existe tambien durante la segunda mi-
tad del desarrollo embrionario del pollo (cerebros de embriones de 10-21
dias), si bien,en este caso,la cantidad total de colesterol libre sufre un fuer-
te incremento entre los dias 12-18, estabilizdndose hasta la eclosién (224).
Ello explicaria los niveles relativamente altos,aunque poco variables,pues—
tos de manifiesto en la actividad reductasa en cerebros de pollos recien
nacidos. De entre otr:as actividades enziméticas relacionadas solo la meva-
lonato cinasa de cerebro parece disminuir con la edad (225), lo cual esta-
ria de acuerdo con los requerimientos menores respecto a la sintesis de

colesterol en cerebro de pollos una vez finalizada la mielinizacion.

L.os resultados que se tienen en ratas y ratones, dnicos ani-
males experimentados en este aspecto, son contradictorios}, si bien parecen
indicar que la actividad HMG-CoA reductasa de cerebro es inaccesible
a la accidn del colesterol de la dieta. En ratones Kandutsch y Saucier (144)
estudiaron los cambios de la actividad enzimatica y la capacidad de incorpo-
racién de acetato, observando que la primera disminufa marcadamente a
paritr del primer dia de vida. En cerebro de rata, Aragon y col. (145) pu-
sieron de manifiesto la existencia de dos maximos en la actividad reductasa,
uno hacia los dias 10-12 y otro . hacia el dia 20. Estos resultados difieren
considerablemente de los encontrados por Ness ¥y col. en el mismo origen,
para ' quienes el maximo de la actividad aparece claramente en el dia 3 de

vida, disminuyendo marcadamente, con posterioridad (146). Segun estos

Gltimos autores, la fecha de aparicién del maximo de actividad reductasa
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coincide con el comienzo del rapido crecimiento cerebral que ocurre en la
mielinizacidén, sin que el cambio de alimentacién que tiene lugar en el deste-
te produzca aumento de la actividad, como ocurrfa en hfgado. Una explica-
cion de este tipo seria perfectamente asimilable a muestros resuitados, ya
que los niveles de actividad reductasa encontrados en cerebro de pollo re-
cien nacido podrian ser suficientes para la sintesis del colesterol duran-
te la fase final de la mielinizacién,siendo de esperar que los cambios mas
bruscos de la actividad tengan lugar durante la segunda mitad 6 antes del
desarrollo embrionario. De cualquier forma, la actividad reductasa cere-
bral debe ser muy superior en aquellos estadios del desarrollo en que se re-
quiere una gran sintesis de colesterol, como es el caso de la mielinizacibn.
A este respecto, se ha observado tambien que la actividad reductasa de
cerebro de ratas de 7 dias es mucho mayor que la de ratas adultas, lo cual
esta’ de acuerdo con la velocidad de crecimiento del cerebro en ambos es-

tados (226).

L.a actividad HMG-CoA reductasa intestinal ha sido mucho
menos estudiada que la de otros 6rganos. En rata, se ha visto que la activi-
dad especifica es aproximadamente igual en animales de 30-50-70 dfas (115),
edades en que a la alimentacidén es semejante a la del adulto. Sin embargo, no
se tienen datos de ratas lactantes ni de otros animales. Nuestros resultados
con pollos recien nacidos muestran una actividad muy pequefa, con cambios a
lo largo de la edad que, en principio, podrian considerarse relacionados con
las necesidades de colesterol, ya que no hay que olvidar que en animales
mielinizados, el intestino es junto al hfgado el lugar de maxima capacidad
biosintetica de colesterol. Hasta el momento desconocemos los valores de
contenido en colesterol total, libre y esterificado en intestino de pollo
durante el desarrollo postnatal, lo cual nos impide establecer la misma re-

lacidon que en los organos anteriores. No obstante, la forma de la curva de
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actividad respecto a la edad ves semejante ala de higado, por lo cual po-
drian aplicarse las mismas consideraciones que las hechas en aquella
ocasibén. La actividad observada durante los primeros 5 dias de vida con-
trasta con los resultados de hfgado, si bien podria deberse a que, en ge-
neral, la reductasa de intestino esta menos inhibida por el colesterol que

la hepética.

De cualquier forma, la comparacién de las variaciones ob-
servadas en la actividad HMG-CoA reductasa microsomal de hfgado, cere-
bro y asa duodenal ponen de manifiesto que la enzima no esta regulada de
una manera coordinada. Mas bien, ia actividad enzimdtica parece respon-
der marcadamente a las necesidades fisioldgicas de cada tejido respecto
a la sintesis del colesterol, lo cual, por otra parte, estad de acuerdo con
el papel fundamental de la enzima en la regulacién de la biosintesis de

este compuesto.

Efecto de la suplementacidén de colesterol sobre la actividad enziméatica

Se ha mencionado anteriormente que el colesterol actOa
como un potente inhibidor de la reductasa hepética de rata adulta. Tenien-
do esto en mente, se ha intentado conocer el efecto que tiene la suplemen-
tacidn de colesterol al 2 % a la dieta dada a los animales desde el momen-
to en la eclosién, sobre los cambios exhibidos por la actividad enzimética
a lo largo del desarrollo postnatal. En un trabajo ya citado McNamara y col.
(142) demostraron que el aumento de la actividad hepéatica debido al destete
natural puede observarse tambien, aunque menos acusado, cuando las ra-
tas se sometieron a un destete adelantado hacia el dia 16. Asimismo, si

las ratas se mantenian con alimentacidén lactea durante los 28 primeros dias
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de vida, no aparecia el incremento de la actividad normalmente observado
hacia el dia 21. En nuestro caso, el incremento observado en pollos con
alimentacidén estandar hacia el dia 5 quedb completamente anulado en ani-
males sometidos a una dieta rica en colesterol, manteniéndose la actividad

en niveles minimos durante todo el tiempo que durd el tratamiento.

Un efecto semejante se puso de manifiesto sobre la activi-
dad reductasa duodenal, lo cual parece confirmar lo expresado anterior-
mente sobre el posible mecanismo de regulacién de la enzima de este c;rga-
no, similar al de la enzima hepatica. En cambio, la enzima de cerebro no
se ve afectada por la suplementacién de colesterol a la dieta, corroboran-
dose en este caso de nuevoun mecanismo diferente responsable de la regu-

lacibn de la reductasa cerebral.

4
Incorporacibn de 1 C-acetato

El acetato es uno de los sustratos mas comunmente utiliza-
dos para estudiar '"in vivo' la biosintesis del colesterol. La localizacidén
de la HMG-CoA reductasa en la secuencia metabolica,en el punto anterior
a la sintesis del acido mevalonico, hace que Ia. incorporacién de acetato
sea un indice directo de la funcionabilidad de la enzima mencionada,‘ y uno
de los sistemas mas usados con fines comparativos frente a dicha actividad
enzimatica. Sin embargo, hay que mencionar que la medida de la r*ac.liacti-
vidad del ]4C-acetato incorporado en lipidos insaponificables por cortes
de tejidos puéde presentar ciertas dificultades derivadas de la penetracibén
del acetato en las celulas y su activacién a acetil-CoA, por una parte, y de '
la dilucién del precursor en el interior de la celula, por otra. L.os ditimos
datos que se tienen a este respecto parecen indicar que, a pesar de los in-

convenientes citados, la utilizacién de acetato radiactivo por cortes de tejidos
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4 - - - - . .
es aun un método fiable para el estudio de la biosintesis de sus derivados,
entre ellos el colesterol, si bien los resultados deber ser interpretados

con cierta prudencia (227).

En el caso que nos ocupa se ha estudiado la incorporacidon
de acetato a Ifpidos insaponificables por cortes de hfgado y por fragmentos
de asa duodenal. Por las dificultades para la obtencion de cortes reprodu-
cibles de cerebro de pollos de la edad en estudio nos vimos en la necesi-
dad de prescindir de dicho é6rgano en el presente trabajo. En el primero
de los organos estudiados, hfgado, se han establecndo las condncnones de
trabajo idoneas para su realizacion, especnalmente las referentes al gro-
sor de los cortes y al tiempo de incubacidn habiéndose observado una mayor
reproductibilidad de resultados y proporcionalidad respecto al peso total de

6rgano utilizado)cuando se emplean cortes de pequefio grosor.

En cuanto a la velocidad de incorporacibén de acetato en
funcidn de la edad de los animales, los resultados obtenidos son, en gene-
ral, comparables con los de la actividad HMG-CoA reductasa. En pollos
alimentados con dieta estandar, la capacidad de incorporacibén de acetato por
cortes de hfgado es minima hasta el dia 4, aumentando fuertemente a partir
de entonces Yy tendiendo a estabilizarse a partir del dia 11. Como se recorda-
r4 un cuadro completamente semejante se obtenia con las variaciones de la
reductasa durante el mismo periodo o cual parece corroborar la relacibén
entre ambos tipos de variaciones y, fundamentalmente, el papel central de

. r'd .
la reductasa en la biosintesis del colesterol.

Particularmente interesantes parecen ser los resultados
obtenidos con suplementacibén de colesterol a la dieta desde la eclosibn,

ya que en este caso el curso de la incorporacién de acetato es semejante al
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observado sin tal suplementacién durante los primeros 7 dias, anulandose a
partir de este dia la capacidad de incorporacibén por accién del colesterol.
Si se compara este resultado con la anulacién casi completa de la actividad
reductasa y con los cambios en el contenido en colesterol podriamos dedu-
cir que el colesterol adicionado a la dieta no parece tener efecto sobre la
incorporacidn de acetato por el hfgado en tanto en cuanto aun existen propor-
ciones considerables de colesterol esterificado en este 6rgano, siepdo qui-
zas suficiente la actividad residual de reductasa para explicar los niveles de
incorporacién de acetato que aun se observan en pollos de 7 dias. No debe-
mos olvidar a este respecto, que los niveles de actividad reductasa son en
condiciones normales muy inferiores a los de otras enzimas relacionadas,
por lo que puede bastar una actividad muy debil para permitir el funciona-

miento, aunque no al maximo,de la ruta biosintetica.

Un comportamiento semejante al hfgado parece tener el asa
duodena!, donde la incorporacibén de acetato sufre variaciones mas o menos
semejantes a las exhibidas por la actividad reductasa,si bien,la disminucién
observada en esta Gitima al aumentar la edad parece presentarse unos dias
antes o no ser al menos tan brusca en el caso de la incorporacibén de aceta-
to. El efecto de la suplementacidén de colesterol a la dieta es tambien simi-
lar al descrito en hfgado, aunque en asa duodenal parece ejercer a cual-
quier edad un efecto inhibidor de la capacidad de incorporacién, siempre
menos patente durante la primera semana de vida y mucho mas claro a

partir del dia 7.

En cualquier caso se pone de manifiesto de una manera clara

un estrecho paralelismo entre las variaciones en la incorporacidon de sus-

-trato y en la actividad HMG-CoA reductasa a lo largo de la edad, observan-
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dose en cambio que el efecto del colesterol suplementado a la dieta no es
tan patente sobre la incorporacién como sobre la actividad reductasa du-
rante la primera semana de vida, posiblemente por la intervencién de otros
factores como puede ser la proporcibén de colesterol esterificado presente

en el tejido, especialmente en higado, en amimales de esa edad.

Cambios en la composicibn lipfdica de las membranas microsomales duran-

te el desarrollo postnatal

La biosintesis de componentes moleculares de membrana es
continua en la mayor parte de las células, independientemente de su estado
de desarrollo & de sus actividades. Gran proporcion de esta actividad bio-
sintética puede estar destinada a la divisién y /6 diferenciacién celular y

a la formacién 6 modificacién de membranas existentes.

En mamlferos los cambios qué transcurren desde la diferen-
ciacién celular a la madurez funcional van acompafadas de modificaciones
especfficas en las enzimas ligadas a membranas. Durante la divisién y di-
ferenciacibn celular, la formacidén de membranas puede requerir una mayor
parte de la actividad biosintética de las células, pero las células maduras
y diferenciadas no muestran cambios netos en su contenido en membranas.
Sin embargo, se ha demostrado que los componentes de membrana continua-
mente se estan renovando y que cada uno de ellos presenta un turnover!

metabdlico caracteristico.

Teniendo en cuenta el interes que puede presentar el mejor
conocimiento de la evolucibdn de 1a membrana microsomal con vistas al es-
clarecimiento del mecanismo por el cual algunas enzimas de la biosintesis

de! colesterol pueden verse reguladas, emprendimos el estudio de la com-
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composiciébn tipfdica de estas membranas en distintos 6r‘ganos de pollo re-
cien nacido, asi como de sus posibles modificaciones por efecto del propio

colesterol adicionado a la dieta.

a) Niveles de colesterol

lLos resultados obtenidos, muestran gque en microsomas de
higado ' existe un descenso en los niveles de colesterol microsomal durante .
los cuatro primeros dias de desarrollo postnatal que se corresponde con un
descenso del colesterol total en el drgano completo (213). Posteriormente
no se observan variaciones apreciables. La elevada relacibén colesterol/mg
proteina en microsomas en el dia de la eclosibén, probablemente sea debida
al aporte de colesterol procedente del saco vitelino a la membrana micro-
somal. Este aporte disminuiria gradualmente hasta el 4-5 dia aproximada -
mente, dias a partir de los cuales se puede considerar que el colesterol
necesario para las membranas microsomales pr‘oceder*fa en su mayor parte
del sintetizado en los propios microsomas. Estos resultados estarian de
acuerdo con los obtenidos por Boland y col. (171) en microsomas de mis-
culo esquelético y cardiaco que muestran tambien diferencias apreciables

entre los niveles de colesterol en embriones y polios adultos.

En microsomas de asa duodenal, los niveles de colesterol
total son algo superiores a los de hfgado y de igual manera se observa un
descenso significativo en su contenido, durante los primeros dias de desa-

rrollo postnatal.

En cerebro el contenido en colesterol microsomal es aprecia
blanente superior al de los otros érganos y a diferencia de estos se incre-

mentan los valores desde el dia de la eclosién hasta la segunda semana
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de desarrollo postnatal, siendo especialmente elevados los cambios origi-
nados durante los Gltimos dias. Por tanto si comparamos los tres brganos,
se deduce claramente que la evolucibon del contenido en colesterol microso-
mal de cerebro durante el periodo estudiado es diferente y que en &l no pare

ce influir el aporte de colesterol procedente del saco vitelino.

b) Niveles de fosfollpidos

En cuanto a las determjnaciones de fosfollpidos totales y de
cada uno de los fosfolfpidos mayoritarios se observa que en higado tiene lu-
gar un apreciable descenso de la relacibn fésforo lipfdico/mg proteina du--
rante los primeros dias de desarrollo, para incrementar despues de manera
méas lenta y gradual -hasta alcanzar niveles semejantes a los del dia de

la eclosibén.

Los valores de los fosfolipidos mayoritarios encontrados en
en microsomas de hfgado asf como sus cambios con la edad son muy semejan
tes a los obtenidos por otros autores (171) en microsomas de misculo esque
jético de pollo. A pesar de las variaciones indicadas, es preciso sefialar que
el porcentaje relativo de los diferentes fosfolfpidos se mantiene practicamente
constante durante los catorce dias de desarrollo, exceptuando el gran des-

censo del % de esfingomielinas durante los cuatro primeros dias.

En asa duodenal, los niveles de fosfollpidos son del mismo
. . .y
orden que en microsomas de hfgado, excepto en el dia de la eclosion que

son inferiores en asa duodenal y de forma apreciable.

Las variaciones observadas en estos fosfollpidos : totales



-~ 230 -

durante el desarrollo son anélogas a) las encontradas en microsomas de hi-
gado, con un descenso menos acusado durante los cuatro primeros dias que
se debe exclusivamente a un descenso en el contenido microsomal de fosfa-
tidiletanolamina y esfingomielina que queda reflejado en un fuerte descenso

de sus porcentajes relativos.,

En microsomas de cerebro, el contenido en fosfollpidos totales
es bastante superior al encontrado en hfgado y asa duodenal. En cuanto a la
composicobn en fosfollpidos individuales los porcentajes de fosfatidilcolina
se mantienen muy semejantes a los de hfgado y asa duodenal, mientras que
el fosfatidilinisitol se encuentra en porsentajes apreciablemente superiores.
Resumiendo, podemos decir que las membranas microsomales hlgado, asa
duodenal y cerebro presentan una composicién |ipldica diferente; las varia-
clones que tienen lugar en dicha composicién durante las dos primeras sema-
nas de desarrolio postnatal en polio son muy parecidas en microsomas de hf
gado y asa duodenal, slendo especialmente Importantes los cambios produ -
cidos en los primeros dias despues de la ecloslén. Los cambios globales que

se producen en microsomas de cerebro son bastante diferentes.

c) Relaciébn molar colesterol /fosfollpidos

Los resultados obtenidos del anélisis de colesterol y fosfo-
Ifpidos totales de extractos |ipfdicos de membranas microsomales pueden ser
expresados en términos de |a relacién molar colesterol/fosfollpldos. Dicha
relacibén es especiaimente importante por reflejar el grado de ''fluidez! de
las membranas. En este sentido, Kutchal y col. (170) han descrito que los
camblios de microviscosidad que ocurren en |a membrana estan directamente

relacionados con los camblos en el contenido en colesterol de la misma .
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Nuestros resultados muestran un ligero descenso de la rela-
ciém molar colesterol /fosfollpidos en microsomas de higado durante los ca-
torce primeros dias de desarrollo, lo que supondria un pequefio descenso
de la viscosidad de la membrana 6, lo que es igual, un pequefio incremento
de fluidez durante el periodo estudiado. Variaciones del mismo orden han
sido obtenidas tambien por otros autores (170) en la relacién molar de mi-
crosomas de mlsculo esquelético y extractos lipfdicos de fracciones subce-

lulares de corazbn de embriones y pollos adultos.

En asa duodenal, los microsomas presentan una relacibn molar
con valores superiores a los encontrados en hfgado, lo que supondria un me-
rnor grado de fluidez de estas membranas. En el periodo ensayado se obser-

van fluctuaciones en los valores de dicha relacién molar.

En microsomas de cerebro, précticamente no se modifica la
relacién molar y sus valores son aproximadamente del mismo orden que los
encontrados en hfgado. Tambien en este drgano se observa claramente co-
mo se mantiene constante la "fluidez" de la membrana microsomal durante los

catorce dias de desarrollo postnatal del pollo.

Por tanto, podemos concluir que tienen lugar cambios signi-
ficativos aunquepequerios en la composicibn lipfdica de membranas microso-
males de higado de pollo durante los primeros catorce dias de desarrollo
postnatal, mientras que estos cambios son mas pequefios en asa duodenal y

mfnimos en cerebro.

Por otra parte, comparando los resultados obtenidos en la ac
tividad HMG-CoA reductasa durante las dos primeras semanas de vida y el
grado de ""fluidez" de la membrana microsomal a la que la enzima esta liga-

da , podemos observar que no existe una clara correlacién entre los cambios



- 232 -

de la actividad enzimética en hfgado y asa duodenal, con los apreciados en
la composicién lipfdica de los microsomas. Sin embargo, no puede descar-
tarse una relacibén de este tipo en las distintas fracciones submicrosomales.
En este sentido , otros autores (170) han comprobado una correlacibén entre
otra enzima microsomal, la ATP asa implicada en el transporte de Ca2+y
la composicidn en fosfollpidos de determinadad subfracciones microsomales.
Asi mismo, el descenso observado entre los dias 4-10 en la proporcibén de
colesterol esterificado, forma que contribuye a una mayor rigidez de ia mem.
brana microsomal (169, 179) significaria un aumento de la fluidez de la mem-
brana que podria contribuir al aumento observado durante los mismos dias

en la actividad HMG-CoA reductasa.

Un efecto semejante puede observarse en asa duodenal mien-
tras que en cerebro ni la actividad reductasa ni la relacién colesterol/fosfo—
Ifpidos cambian con la edad, manteniendose ambos par&metros constantes du-

rante el periodo ensayado.

Efecto de la suplementacién de colesterol en la dieta sobre la composicidon

lipidica de microsomas

Son numerosos los estudios que se han realizado durante los
Gltimos afos, orientados a explicar el efecto de una dieta rica en colesterol
sobre la HMG-CoA reductasa. Los resultados obtenidos muestran una corre
lacién inversa entre la concentracién de colesterol o sus ésteres en el higa-

do de rata y la actividad HMG-CoA reductasa 6 la actividad colesterogénica

(118, 140, 213, 228).

Con objeto de lograr un mejor conocimiento del mecanismo por
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el cual el colesterol actua sobre la reductasa, hemos estudiado los cambios
lipfdicos originados en la membrana microsomal de hfgado, asa duodenal y

cerebro de pollo por la suplementacidén de colesterol a la dieta. Los resul
tados obtenidos muestran que existe un fuerte y rapido incremento de coles

terol en microsomas de higado, que alcanza ya su valor maximo el cuarto

dia de tratamiento y précticamente no se modjfica despues. La relacidn mo
lar colesterol/fosfollpidos aumenta tambien claramente durante la primera
semana de vida y en cualquier caso se mantiene muy por encima del valor
observado en microsomas de animales controles,lo cual se traduce en una
disminucidn de la fluidez de la membrana debﬂda a la suplementacidén de co-
jesterol. Esta disminucién estaria de acuerdd con el descenso de la acti-
vidad HMG-CoA reductasa puesto de manifiesto por el mismo tratamiento,
lo cual sugiere que el mecanismo por el cual el colesterol ejerce un efecto
negativo sobre la reductasa sea a traves de alteraciones en la composicidn

lipfdica microsomal.

En el mismo sentido, hay que sefialar que todo el colesterol
incorporado sobre los microsomas, el 509 Id hace en forma libre y el res-
to en forma esterificada, lo cual se interpreta como una activacidn de algu-
na de las enzimas implicadas en la esterificacion del colesterol, probable-
mente la acil-CoA : colesterol aciltransferasa, (ACAT) cuya actividad se ha
descrito que se ve duplicada en hfgado de r‘éta por la inyeccidn intravenosa
de un anilogo fotosensible del colesterol (182). Este aumento de la propor -
cibn de colesterol esterificado contribuiria tambien al descenso de la fluidez
microsomal(169, 179) y por tanto a la inhibicién de la actividad HMG-CoA re-
ductasa. En este sentido hemos de tener en ¢uenta que n varios los autores
que atribuyen un papel fundamental a los éstjer'es de colesterol sobre la re-
gulacibn de la reductasa (229, 230) sin que se haya propuesto un mecanismo

de accibén de los mismos.
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Un efecto semejante, aunque menos acusado se observa en la
relacibn molar colesterol/fosfolfpidos de microsomas de asa duodenal por
efecto de la suplementacién de colesterol. La menor inhibicidén de la activida
dad reductasa puesta de manifiesto en este 6rgano, frente a los animales
controles si se compara con el misrﬁo fendmeno en higado, estaria relacio-
nada con el efecto menos patente observado a nivel de la fluidez de la mem-

brana.

En microsomas de cerebro, la ausencia de cambios en la ac-
tividad reductasa por efecto del tratamiento esti estrechamente corr‘elacvio—
nada con la falta tambien de cambios apreciables en el grado de fluidez de

la membrana microsomal.

-~

Por tanto, los tres drganos estudiados & comportan de mane-
ra diferente en cuanto amodificacién de su composicién lipfdica y de su ac-
tividad HMG-CoA reductaga frente a la suplementacibén de colesterol en la
dieta, pero en todos ellos se observa siempre una estrecha correlacion en
los c ambios de "fluidez! de la membrana y los cambios de actividad reduc-
tasa. Estos resultados estarian de acuerdo con los obtenidos en microso-
mas de hfgado de rata por Sabine y col. (212) quienes a partir de represen
taciones de Arrhenius para la HMG-CoA reductasa deducen un incremento
en el valor de la energia de activacidén de la reductasa que explicaria la in-

hibicién de su actividad por efecto del colesterol de la dieta.

Los resultados expuestos anteriormente inducen por tanto a
pensar que el mécanismo responsable de la regulacién de la HMG-CoA re-
ductasa por el colesterol sea una alteracidén en la "fluidez" de la membrana,

inducida por su suplementacién en la dieta.



VI CONCLUSIONES







- 237 -

1.- Se han éstudiado las condiciones 6ptimas para la deter-
minacién de la actividad HMG-CoA reductasa microsomal en diferentes or-
ganos de pollo recien nacido mediante un método r‘adioisotc;pico basado
en la cuantificacidén de! 4cido mevalbénico formado en la reaccién en es-

tudio.

. . /.. .
2.~ Se ha establecido la concentracibén optima de los di-

ferentes "protectores'" de la actividad enzimatica usados durante el ais-

lamiento de microsomas sin que se produzca en ningun caso interferencia

de los mismos sobre el sistema de determinacién de proteinas.

3.- Se ha estudiado la estabilidad de la reductasa microso-
mal, habiendose demostrado que no existe activacién de la misma por un .
proceso de defosforilacién catalizado por una fosfatasa. La conservacibén

de la actividad a 42C es independiente de la presencia de ion F.

4, - La HMG-CoA reductasa hepitica no es apenas detecta-
ble hasta el dia 5 de vida del polio, incrementandose fuertemente a partir
de ese dia y tendiendo a estabilizarse hacia los dias 9-10. La enzima de
cerebro no presenta variaciones apreciables en los margenes de dias
estudiados (1-16) siendo practicamente constante y presentando niveles
inferiores a los alcanzados en hfgado a partir de los dias 7-8. La activi-
dad reductasa de asa duodenal aumenta desde el primer dia de vida hasta
el dia ’;mantenieﬁdose hasta el dia 11 y disminuyendo despues. En cualquier

caso sus niveles son muy inferiores a los existentes en cerebro.

5.-L.a suplementacién de colesterol al 2 % a la dieta con
la que se alimentan los pollos desde ia eclosibén anula el aumento experimen-

tado con la edad por la reductasa de hfgado y de asa duodenal, si bien no
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afecta a la actividad de |a enzima de cerebro.

. ., 14 . . _—
6. - La incorporacibén de C-acetato a prudos insaponifi-
cables por cortes de higado y fragmentos de asa duodenal sigue un cuadro
muy parecido al de la reductasa a lo largo del desarrollo postnatal ® del

pollo.

7.~ La suplementacibén de colesterol a la dieta modifica la
capacidad de incorporacién de acetato por cortes de hfgado o fragmentos de
asa duodenal en el mismo sentido en que lo hacia sobre la reductasa, si bien

en este caso su efecto es patente solo'a partir del dia 7 de vida.

8.~ Se ha estudiado la composicién lipidica de los microso-
mas de hfgado, cerebro y asa duodenal durante las dos primeras semanas
de vida. En los microsomas hepéticos el colesterol total sufre una ligera dis—

minucién en los primeros dias, manteniendose este nivel el resto del tiempo.

Los porcentajes de colesterol libre y esterificado no varian
con |la edad manteniendose siempre superiores los de colesterol libre. La
suplementacién de colesterol a la dieta origina un fuerte incremento del co-
lesterol total en microsomas hepdticos, incorporandose a los mismos un
50 % en forma libre y otro 50 % en forma esterificado. Como consecuencia _

de lo anterior, los porcentajes de ambas formas tienden a igualarse.

9.- En los microsomas de hfgado no se observaron varia-
ciones apreciables a lo largo del desarrollo postnatal. en la cantidad de
fésfoto lipfdico total, expresado por mg de proteina, ni en la cantidad
‘'de cada uno de los fosfolipidosmayoritarios: fosfatidilcolina, fosfatidil-

etanolamina, esfingomielina y fosfatidilinositol. La adicidn de colesterol
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a la dieta no afecta a la cantidad de fosfolfpidos totales, si bien parece
aumentar ligeramente la proporcidn de fosfatidiicolina y disminuir la de

fosfatidiletanolamina.

10. - La relacién molar colesterol /fosfolipidos tiende a
disminuir a lo largo de la edad en microsomas de higado. L.a suplementa-
cibn de colesterol a la dieta incrementa fuertemente esta relacién molar
desde el primer dia de tratamiento, tendiendo a estabilizarse a partir del
dia 4, lo cual supone un fuerte descenso del grado de '"fluidez" de la

membrana microsomal.

11.- En microsomas de cerebro, la cantidad de colesterol
total se incrementa gradualmente con la edad, siendo mayor el porcentaje
de colesterol libre que de esterificado, salvo en el dia 4 en que hay casi
un 50 % de cada forma. La adicién de colesterol a la dieta solo produce
un ligero incremento del colesterol total respecto a los controles. Este
incremento se debe al colesterol libre, cuya cantidad aumenta alcanzando

valores superiores a la suma del existente mas el incorporado de la dieta.

12.- La cantidad total de fdsforo lipfdico en microsomas de
cerebro se incrementa con la edad debido principalmente al aumento de los
niveles de fosfatidilcolina y flosfatidilinositol, si bien los porcentajes se
mantienen practicamente constantes. El colesterol suplementado a la dieta
no afecta ni el fosforo lipfdico total ni a ninguno de los fosfolfpidos estu-

diados.

13. - La relacién molar colesterol /fosfolipidos en microso-
mas de cerebro no se modifica ni a lo largo de la edad ni por el colesterol
de la dieta, salvo un pequefio incremento observado durante los primeros

dias de tratamiento.
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14. - EIl contenido en colesterol total de los microsomas de
asa duodenal no experimenta variaciones apreciables con la edad, siendo
el porcentaje de forma libre superior siempre al esterificado. La suplemen-
tacibn de colesterol a la dieta origina un cierto incremento en la canti‘dad
de colesterol total en estos microsomas, tendiendo a hacer mds constante

los porcentajes de libre y esterificado a lo largo de la edad.

15.~ El fosforo lipidico total de microsomas duodenales no
varia' Practicamente - durante la primera semana, incrementandose ligera-
mente despues. Este incremento corresponde fundamentalmente a los nive-
les de fosfatidilcolina. La distribucién porcentual de cada fosfolipido se
mantiereconstante a lo largo de la edad ensayada. El colesterol de la dieta
no presenta un efecto apreciable sobre ninguno de los fosfolfpidos estudia-

dos, ni,por tanto, sobre el total de ellos.

. L .
16.~ La relacién molar colesterol / fosfolipidos presenta
pequefas fluctuaciones durante el desarrollo postnatal. La dieta rica en
colesterol incrementa ligeramente esta relacién molar, disminuyendo asi

la fluidez de la membrana de los microsomas de asa duodenal.

Conclusidén final.

La comparacién de las variaciones observadas a lo largo
del desarrollo postnatal en la actividad HMG-CoA reductasa de microsomas
de higado, cerebro y asa duodenal pone de manifiesto que la enzima no est4
regulada de una manera coordinada sino que parece responder marcadamente
a las necesidades fisioldgicas de cada tejido respecto a la sintesis de coles-
terol, lo cual corrobora el papel fundamental de esta enzima en la regulacibn

de! proceso metabdlico en estudio.
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Por otra parte, la relacién existente entre la inhibicién de
la HMG-CoA reductasa de hfgado y asa duodenal debida al colesterol de la
dieta y la disminucién del grado de fiuidez de la correspondiente membrana
microsomal ( incremento de la relacién molar colesterol / fosfolipidos) sugie-
re que el mecanismo de accién del colesterol en la regulacién de la reductasa
en estos organos se lleva a cabo mediante alteracién de la "fluidez'" de la mem-
brana microsomal a la cual se encuentra ligada la enzima. En este mismo con-
tenido habria que seflalar que en cerebro la no modificacién de la actividad
reductasa por el colesterol se ve correspondida por el mantenimiento del gra-
do de "fluidez" de la membrana microsomal, corroborando de este modo la
distinta funcionabilidad enzimética de los diferentes drganos del animal de

de acuerdo con sus peculiaridades fisiolbgicas.
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