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INTRODUCCION

El metabolismo del colesterol, en sus diversos aspectos,
ha sido objeto de intensos estudios durante las Gltimas décadas como lo
evidencia la abundante bibliografia de que se dispone sobre el tema. Exis-
ten sblidos argumentos que justifican este hecho. Por una parte el coleste—
rol posee un papel estructural importante, como constituyente de la mayor
parte de las membranas celulares, por otra, es el punto de partida para la
biosintesis desustancias que,como las hormonas sexuales y corticosuprarre-
nales y las vitaminas D, son esenciales para el correcto funcionamiento del

organismo.

El colesterol, ademas, es uno de los factores directamente
implicados en la aparicién y desarrollo de la aterosclerosis, Por otra parte
su biosintesis sufre modificaciones detectables durante determinados proce-
sos de carcinogénesis hepatica que pueden ser de gran interés en el diagnds-
tico precoz de esta enfermedad. Si se tiene presente que el 95 % de las trom
bosis coronarias y el 75 % de las apoplejias cerebrales se deben a la arte-
riosclerosis y que ambas situaciones determinan en las sociedades occiden—
tales la muerte de casi el 50 % de los seres humanos, resulta obvio el espe-
cial interés que la compresién de este campo del metabolismo ha despertado

en los Gltimos afios.

Las dos Unicas fuentes de colesterol que posee un organismo
son la dieta y la biosfntesis endbgena, a cargo , fundamentalmente,del hfgado
y del tracto gastrointestinal. L.as aportaciones de cada una de estas fuentes
varfa ampliamente segln la especie de que se trate. En el hombre,la mas im-

portante corresponde a la sintetizada por él mismo (70 %), situandose tan




—26-

sélo en un 30 % la contribucidén del colesterol presente en la dieta. En la

rata, el animal mejor estudiado, la situacidén se invierte.

Ambos mecanismos de obtencidn de colesterol estan estre-
chamente relacionados entre sf, de tal modo que un incremento del contenido
de colesterol presente en la dieta, provoca una drastica disminucién en la
velocidad de biosintesis hepatica en la rata. - En estas condiciones asi como
en otras muchas, la enzima mas rapida y fuertemente afectada es la HMG-CoA
reductasa, que cataliza la reduccion de 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A

a A&cido mevaldnico.

Una amplia evidencia experimental sugiere que esta etapa
constituye, en realidad, el paso limitante de la biosintesis del colesterol
bajo la mayor parte de las condiciones fisiolbdgicas, razbébn por la cual ha
canalizado la atencién de numerosos investigadores. En efecto, se ha en-
contrado que la regulacidn de esta enzima es defectuosa en la hipercoles-
terolemia familiar y en tumores hepéticos, lo que hace pensar que el enten-
dirﬁiento de su regulacidén puede ser importante para la bioqufmica, diagnosis

y eventual terapia de las enfermedades cardfacas y el cdncer.

Por otra parte, como enzima biosintética que en mamfferos es
susceptible a los cambios de la dieta, del estado hormonal, y de otros facto-
res; que ademds presenta un ritmo diurno de actividad y un comportamiento
complejo durante el desarrollo, es de interés para el bioquimico por propio

derecho.

s . . A . .
Cronologicamente, el conocimiento del papel central de esta

enzima en la ruta biosintética del colesterol coincidid con el apogeo de los
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estudios de regulacién por productos finales que culminaran con la brillan
te resolucidén del control de numerosas rutas, fundamentalmente en microor-
ganismos, Yy con la generalizacién del concepto de retroalimentaciéon. EI
desarrollo de las investigaciones sobre la HMG-CoA reductasa habrfa que
insertarlo, pues, en el contexto de un paradigma especialmente arraigado en
los aflos cincuenta, segln el cual, los productos finales de una secuencia
metabblica podrianejercer una accibén directa sobre supropia sintesis a ni-

vel de la etapa limitante de la ruta.

Habida cuenta del drastico efecto del colesterol de la dieta
sobre la HMG-CoA reductasa hepatica en algunos mamfferos cabfa pensar
que las cosas sucedfan de este modo. Los planteamientos experimentales
realizados, no obstanteno han dado los resultados apetecidos: El coleste-
rol no posee ningln efecto sobre la actividad HMG-CoA reductasa !'in vitro!''.
Ni siquiera: las nociones, acufiadas posteriormente, de regulacibén a nivel
de sintesis proteica, mediada o no por hormonas, son suficientes para ex-
plicar ciertos efectos que por su rapidez son incompatibles con dichos me-

canismos nucleares de control.

Actualmente dos nuevas directrices intentan llenar este va-
cio. Una de ellas arranca del hallazgo de dos formas interconvertibles de
la enzima, una de ellas fosforilada e inactiva y la otra defosforilada y acti-
va. El equilibrio entre ambas podrfa estar regulado por un sistema de pro-
tein-cinasasy fosfatasas similar al implicado en el metabolismo del glucbge-
no. La segunda de estas directrices surge de la naturaleza de la reductasa
como enzima ligada a membrana. Hoy no es sostenible el concepto
de membrana biolbgica, como mera: unidad estructural, sino que debe enten-

derse como un elemento singular activamente implicado en el conjunto de
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interrelaciones metabdlicas y especialmente capaz de influir sobre las
actividades de las enzimas localizadas en su area de influencia. En algu-

nos sectores de la enzimologfa, la incorporacibén de esta nueva herramien-

ta conceptual ha dado ya su fruto. Los ahora clasicos trabajos de regula-

cibn de las enzimas respiratorias por interaccidn con las membranas que

las sustentan son buen ejemplo de ello. En el caso de la HMG-CoA reduc-
tasa, las propiedades inherentes a su condicién microsomal han sido profunda-
mente ignoradas hasta hace tan solo unos pocos afios, Sin embargo, los
escasos trabajos dirigidos en este sentido evidencian ya claramente que los
componentes del entorno lipfdico que rodea a la enzima pueden tener un pa-

pel clave en su regulacion.

En el momento actual son todavlia muchos los puntos que
quedan por resolver. En primer lugar, la importancia y significado fisio-
lbgico de cada uno de los mecanismos mencionados ha de establecerse
aun En segundo lugar est& claro que laingesta diaria de alimento es un factor
decisivo en la regulacién de la biosintesis del colesterol y de su enzima cla-
ve, la HMG-CoA r‘educ"tasa,como asimismo parece claro que el periodo post-
natal reviste unas caracteristicas peculiares que pueden ser decisivas para
el correcto control de esta ruta metabdlica durante las etapas posteriores
de la vida del individuo. Sin embargo el conocimiento de su regulacibén, de
su patrdn diurno de comportamiento y del papel que en ella desempefia la dieta
durante el mencionado periodo postnatal es practicamente ..nulo. A nuestro
juicio, ademds el papel que en todo ello pueden jugar los componentes lipl-
dicos de las membranas microsomales ha sido escasamente considerado,
cuando en realidad se trata de un proceso ligado en gran medida a esta frac-
cién celular. Como circunstancia adicional la mayor parte de la informa-

cibn que se dispone procede de la rata, siendo escasos los estudios llevados
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a cabo en otros mamfferos y practicamente nulos en aves.

E! pollo, como el conejo, posee una gran capacidad para
asimilaryacumular colesterol exbdgeno, como lo evidencia la posibilidad
de induccidn de aterosclerosis experimental en estos animales, a diferen-
cia de la rata o el perro, mediante tratamiento prolongado con dietas ricas
en colesterol, por lo que parecié en este sentido, un sistema 6ptimo para
abordar el estudio del efecto que la ingesta diaria posee sobre la sintesis
endbgena de esteroles y los cambios sufridos en la composicién de sus mem-
branas microsomales. Este animal constituye, ademas un modelo particular-
mente favorable de desarrollo, por su gran susceptibilidad de manipulacion
y por no presentar los problemas de interaccidn con el progenitor inheren-

tes a tal tipo de estudios en mamfferos.

sobre estos supuestos, consideramos interesante iniciar el estu
dio sistematico del problema en pollos neonatos haciendo especial hincapié
en los aspectos mencionados. Caracterizacion de la HMG-CoA reductasa
como enzima ligada a membranas, establecimiento de su patroén diurno de
actividad y de la velocidad total de la sintesis de esteroles, y finalmente
influencia de la alimentacidn sobre ambos parametros y sobre la composi-

cidbn de la membrana microsomal.

Dado que los organos que contribuyen mayoritariamente son
el hfgado y el tracto gastrointestinal y que el proceso de mielinizacion en
pollos, obviamente implicado en el metabolismo del colesterol, no acaba
sino varios dias después de la eclosidn,se considerd conve:niente emprender

el estudio, paralelamente,en hfgado, asa duodenal y cerebro.
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1. 1. - DINAMICA DEL COLESTEROL
EN EL. ORGANISMO.,

1.1. 1. - Planteamiento del modelo_:_;_El espacio de transferencia.

Pese a que los aspectos generales de la absorcidén, sfintesis
y eliminacidn del colesterol son, en la actualidad, bien conocidos, los me-
canismos reguladores implicados y sobre todo la forma en que tales meca-
nismos interaccionan entre si en el animal intacto son, adn hoy, mal enten
didos en gran parte. Este estado de cosas es el resultado, en primer lugar,
de que la metodologla adecuada no ha sido desarrollada sino muy reciente -
mente y en segundo lugar, que la ripida miscibilidad de alguno de los '"pools"
de colesterol que existen en el organismo dificulta considerablemente Ia
interpretaciéon de los mecanismos locales de control (1,2, 3). No obstante,
en los Gltimos afos se han desarrollado técnicas que, como la del equili-
brio isotépico descrita en 1.963 (4) y ampliamente utilizada en la Gltima
década (5,6,7), la del analisis cinético isotdpico (8) o combinaciones de

ambas, han permitido avances considerables en este campo.

Sea cual sea el enfoque experimental empleado por los di-
versos autores, en todos los casos se parte de la concepcidn fundamental —
de que en un organismo en estado estacionario, cada componente esti en
equilibrio dindmico, de tal forma que la suma de las velocidades de entrada
para dicho componente debe ser igual a la suma de las velocidades de sali-
da. En el caso del colesterol hay dos procesos de entrada: la absorcidn in
testihal del colesterol presente en la dieta y la propia biosintesis endbgena
(9),y dos procesos'mayoritar‘ios de salida: la transformacién a acidos bilia-

res (10) y la excrecidén (11). A partir de este equilibrio dinamico, puede



obtenerse gran informacién acerca del '"turnover! del colesterol cor -
poral. Para ello conviene definir, en términos de Chevallier (1, 12) un
llamado "espacio de transferencia' que corresponde a la cantidad de

colesterol en equilibrio con el plasma, determinado mediante el método

del equilibrio isotbpico (3).

Para un animal en estado estacionario, el equilibrio di-
namico del colesterol en el esp acio de transferencia se define por la

siguiente expresibon:

M + M =M 4+ M
a is t e (

f +u) (1)

en que es M_ la velocidad,en m g/dfa, de colesterol absorbido; M. la
de secrecidn interna; Mt la velocidad, igualmente en mg/dfa, de trans—-
formacidén a acidos biliares vy Me la de excrecidon en heces (f) y orina (u).
En la terminologfa introducida por Chevallier, la excreci bn se define
como la transferencia de moléculas de colesterol desde el interior al ex
terior del espacio de transferencia, (por ejemplo, por pérdidas en el lu
men intestinal o en tUbulos renales, o por descamacidn de epitelios y
secreciones sebaceas). Secrecibn es la sintesis de colesterol por los
tejidos, y su transferencia al interior (secrecibdn interna) o al exterior
(secrecidn externa) del espacio de transferencia (3). Cuando un animal
ingiere una dieta que contiene colesterol, la eliminacibn fecal Mf es la
suma del colesterol no absorbido Mua; colesterol fecal excretado (Mef)

y colesterol fecal secretado externamente (M f) (13):
es

Mf= Mua+ Mef + Mesf (1)
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En la literatura, el tefmino "excrecibén endbgena de coles-

terol ' se corresponde generalmente con la suma de M _+M . Es impor-
e e

f sf
tante hacer esta distincidn ya que la secrecion fecal externa no forma par-
te de la salida del espacio de transferencia, como se desprende de la ex-

presion I.

1.1. 2. -Entradas al espacio de transferencia

1.1.2.1. - Sintesis endbgena. -

El colesterol sintetizado en los distintos tejidos del organis
mo constituye una de las fuentes de entrada al espacio de transferencia. Des
de la éptica de su dindmica global surgen dos cuestiones fundamentales: de
una parte, qué tejidos son capaces de sintetizar esteroles !"de novo'' y de
otra, cuales son las velocidades relativas con que dichos tejidos llevan a

cabo esta sintesis.

LLos primeros estu dios encaminados a responder estas cues
tiones fueron abordados en 1.946 por Bloch, BoreK y Rittemberg (14). Es-
tos autores demostraron que el acetato marcado con deuterio ocon C
se incorporaba a esteroides precipitables con digitonina en cortes hepati-
cos de rata. Aparentemente otros tejidos como rifidn, intestino, testiculos
y bazo eran incapaces de llevar a cabo tal sintesis. Algo mas tarde, sin em
bargo, con la introduccidén de 14C—acetato, Szere y cols. demostraban que
este precursor era activamente incorporado a esteroles, '"in vitro' por te-
jidos tan diversos como intestino, testfculo, rifidn, piel y cerebro, asf co
mo en hfgado (I15). M&s aun, los porcentajes de radiactividad recuperados
en la fraccidn de esteroles precipitables con digitonina eran casi tan gran

des en piel y tracto gastrointestinal como en los cortes hepaticos. Simulta
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neamente Popjak y Beeckmans (16) demostraban la colesterogénesis extra
hepatica en animales intactos . Estos estudios se han confirmado reitera-
damente en diversos laboratorios, siendo hoy notorio que practicamente la
totalidad de los tejidos de mamiferos, son capaces en cierto grado al menos,
de sintetizar colesterol '"de novo! (17,18). No obstante, a raiz de estos pri_
meros estudios comparativos, también se hizo evidente que esta capacidad
estd muy desigualmente repartida. De los estudios sistematicos llevados a
cabo "in vitro' en rata y mono (19, 20) resultd que las mayores velocidades
de sfntesis de esteroles por unidad de peso de tejido correspondieron a dos
brganos: higado e intestino delgado y dentro de este Gltimo, sobre todo, al
ileon. Las velocidades de sintesis en las restantes visceras toracicas y
abdominales eran considerablemnte menores. Las mas bajas se registraron
en mlisculo y en sistema nervioso central de animales adultos. En cerebro,
no obstante, la escasa actividad sintética es solo caracterfistica del tejido
adulto. En neonatos, sin embargo, la actividad de incorporacion de aceta-
to a esteroles es mucho mayor, excediendo incluso los valores encontrados

para el hfgado y éste es un hecho que también se observdé muy pronto (15).

Cuando las velocidades de incorporacidon se refieren al 6rg§_|.
no completo se encuentra que, frente al resto de los tejidos corporales, la
primacfa de ambos érganos contina siendo patente. En el mono ardilia (19)
se ha calculado en un 97% la contribucién del higado y del tracto gastroin-

testinal sobre la actividad biosintética total de este primate (respectivamen

te, 74% y 8%).

La extrapolacidén de estos datos obtenidos "in vitro", al ani-
mal intacto es de todas formas polémica, Mientras que son numerosos los

trabajos que intentan evaluar la velocidad de sintesis de esteroles en hi-
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gado y en otros tejidos extrahepaticos mediante incorporacion de diferen
tes precursores radiactivos, no se ha hecho durante bastante tiempo, una
evaluacién de los numerosos problemas tebricos y practicos inherentes a
este tipo de medidas (21). Algunos autores han sefialado que cuando se uti_
lizan sustratos marcados con 14C en preparaciones de células intactas,
existe siempre la posibilidad de subestimar la velocidad de sintesis de es-
teroles, bien por causa de la entrada de sustrato en la célula, bien porque
su metabolismo a acetil- CoAsealimitante o bien porque la actividad especl
fica del sustrato (o la del acetil-CoA generado por &l) se diluya excesiva-

mente en la célula (21).

Concretamente para el 14C-acetato, Dietschy ha sefialado (22)
vque, ademas de los errores asociados con la dilucidén intracelular que tiene
lugar, aparece una limitacidn adicional con lapresenciade un paso parcial
mente limitante de la velocidad de su metabolimo, previo a la HMG-CoA re
ductasa. Para el mencionado autor, la activacidn del acetato en el citosol
podrfa ser dicha etapa limitante. Otros autores han confirmado tal posibilidad,
indicando que la incorporacién de acetato a colesterol y acidos grasos pue_
de variar de manera absolutamente independiente de la velocidad de biosinte

sis de estas sustancias (23).

A raiz de estos planteamientos se estan revisando los signifi
cados de algunos hechos ya consolidados anteriormente. Asf por ejemplo,
mientras que esta bien establecido que la sintesis hepéatica del colesterol va
rfa considerablemente con la dieta y es inhibida por el ayuno o por dietas
ricas en colesterol (24, 25), la secrecidn interna de este compuesto, medida
por método del equilibrio isotopico en animales intactos,i sufre tan solo li-

geros cambios bajo numerosas circunstancias dietéticas y no se modifica
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cuando se afiade colesterol a la dieta (26). Asimismo, mientras que en ho
mogenados hepéticos, las velocidades de incorporacidon de precursores
marcados son mayores en ratas hembras, las velocidades de sintesis de
colesterol, determinadas "in vivo!" por el mencionado método del equilibrio
isotbpico, son menores en este sexo. Finalmente hay que sefialar que algu-
nos estudios recientes no concuerdan con el hecho, generalmente asumido,
de que el higado constituye la mayor fuente de colesterol endbgeno (27, 28,
29). Se ha estimado en rata que mas de 4 mg diarios de colesterol sinteti-
zado por el tracto intestinal y secretados al lumen podrfan reabsorberse
junto con el colesterol de la dieta (27), lo que representa para este animal
casi una tercera parte de la secrecidn interna total. Aunque las cifras de
contribuci én intestinal son muy variables, es probable que el papel del in

testino deba ser reconsiderado en un futuro préximo (30).

1.1.2.2.- Absorcibn.

La absorcién del colesterol presente en la dieta constituye
la segunda de las entradas al espacio de transferencia. Desde el punto de
vista dinamico y tras la ingestién de alimento, un analisis del contenido gas
trico revelarfa que no todo el colesterol presente procede del exterior, si
no que éste se encuentra mezclado con colesterol endéogeno excretado y se
cretado en la saliva y fluidos gastricos (31). Una vez alcanzado el lumen
intestinal donde tendra lugar la absorcién, el contenido gastrico recibe *
una nueva aportacidén de colesterol endbgeno, esta vez de orfgen biliar e
intestinal. A este nivel el colesterol se presenta principalmente en forma

libre debido a la accién de la colesterol esterasa pancreética (31, 32).

Como ha podido demostrarse en rata (27) y en pollo (33), es
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ta mezcla no es homogénea sino solo parcial, lo que justifica que los coe
ficientes de absorcibn sean también diferentes para cada una de las fuen
tes mencionadas (excrecidon, secrecibn y dieta), encontrindose que en am
bos orfgenes se absorbe una fraccidon mayor de colesterol enddgeno (27, 33).
De hecho parecen distinguirse en el lumen intestinal dos compartimentos:
uno "intermediario" constituido por el colesterol endbgeno, intercambia-
ble con el de las células intestinales y un "compartimento axial" que con-
tiene una mezcla de colesterol intestinal y del procedente del contenido es
tomacal (27). La mayor absorcién del colesterol endbgeno podrfa deberse
a que es secretado sobre todo en la bilis, en la que ya se encuentra en es
tado micelar, mientras que el colesterol exbgeno debe ingresar en las mi-

celas antes de ser absorbido. Esquema 1.

L.os mecanismos de entrada del colesterol micelar desde el
lumen hasta la mucosa intestinal y del transporte intracelular subsecuente
no son bien conocidos. El segundo de estos procesos parece estar vin-
culado al de los 4cidos grasos de cadena larga, que migran hasta los tubu
los del retfculo endoplasméatico formando parte de estructuras que podrfan
ser quilomicrones en formacidn (34). La sintesis de triglicéridos y la for
macién de quilomicrones ocurre probablemente en el retfculo endoplasmi-
tico localizado sobre el nlcleo (35, 36). Dentro de la célula intestinal, el
colesterol se intercambia entre los quilormicrones y estructuras subcelula
res (37). Parte del colesterol de los quilomicrones es esterificado antes
de que éstos sean secretados a través de la membrana basal (35,38). En
el espacio extracelular los quilomicrones adsorben colesterol libre Yy pro
bablemente también esterificado (37, 39). Hay también intercambio de coles
terol de las celulas intestinales con el lumen y con los espacios extracelu

lares (40); asimismo se han detectado transferencias de colesterol entre
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el plasma y los fluidos extracelulares, en uno y otro sentido (37, 41, 42).

En cuanto a la localizacion del proceso, parece que hay
acuerdo en asignar al yeyuno un papel preferente en la absorcién del coles
terol en rata. Algunos autores, no obstante, han sefialado que mientras que
elcolesterolhiliar endbgeno es absorbido esencialmente por el yeyuno, la
absorcidon del colesterol de la dieta tiene lugar, en este animal, a todo lo
largo del intestino delgado y preferentemente en su segundo y tercer cuar
tos 43). En pollo, Sklan y cols. utilizando 91YCI3 como sustancia de refe
rencia, no absorbible, han comprobado que con una dieta exenta de coles-
terol, el principal sitio de absorcién para el colesterol endégeno es la sec
cidon proximal del intestino delgado, comprendiendo el duodeno y el yeyuno
superior. Cuando la dieta se suplementa con un 0,5% de colesterol, el lu

gar mas activo en la absorcidn se traslada hacia el yeyuno (44, 45, 146).

Los mecanismos que regulan estos procesos no son bien co
nocidos. Se han descrito numerosos factores que pueden modificar la ab -
sorcidn de colesterol; factores tales como la edad y el sexo (46), la natu-
raleza de los acidos grasos de la dieta (48), flujo biliar (47), estado del
tiroides (49), etc. Se ha comprobado repetidamente que el tamafio del "pool!"
de acidos biliares tiene un gran efecto sobre la absorcidn de colesterol :
mediante ffstula biliar se detiene practicamente la absorcién de colesterol
(48, 50,51), mientras que la ingestidn de acidos bil iares con la dieta, la
aumenta (51, 52). Este efecto ha sido atribuido al papel de los &cidos bilia
res en la solubilizacidon micelar del colesterol en el lumen intestinal y tam
bién a sus efectos sobre el paso desde las células intestinales hasta la lin
fa (47,53). No obstante, para concentraciones de taurocolato en la dieta,

superiores al 4%, el coeficiente de absorcién del colesterol decrece (52).
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Esta Yy otras observaciones indican que se necesita algo mas que un me-
canismo tan simple para explicar el papel de los acidos biliares en la Ee_
gulacidon de la absorcidén del colesterol. Algunos autores opinan que el pa
so limitante del proceso podria ser precisamente el movimiento de la mu-

cosa intestinal hasta la linfa (54).

Mediante técnicas isotbpicas de estado estacionario se ha
puesto de manifiesto que mientras en algunos mamiferos (rata y perro) la
mayor parte del colesterol circulante es de orfgen exbdgeno'y procede de
la dieta, en otros (primates, incluido el hombre) el predominio del coles -
terol endbgeno es mayor (47). No obstante, dadas las caracteristicas de
este tipo de técnicas, las conclusiones apuntadas, segun los propios auto

res, han de ser tomadas con reserva.

1.1.3. - Salidas del espacio de transferencia. -

1.1.3. 1. - Excrecidn y secrecidn externa.

El mecanismo por el que el colesterol circulante penetra
en el lumen intestinal no esta claro todavia. Antes de los trabajos de Spe
rry en la década de los veinte (55) se crefa que el colesterol biliar era la
Unica fuente de colesterol fecal. Sperry demostrd que la exclusidén de la
Bilis del tracto gastrointestinal de perro no disminufa la concentracién de
ITpidos insaponificables en heces. Este fenbmeno fué probado también en
rata (56) y en hombre (57). Se comprobd incluso que la ffstula biliar en ra

ta incrementaba unas dos veces la excrecidn fecal de esteroles neutros (56).
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Estos estudios demostraban que el colesterol luminal puede
provenir no solo de la bilis sino tambieh de otras fuentes endbgenas extra-
hepaticas. Shoenheimer (58) sugirid que este colesterol podia derivar de
la descamacidn de las células mucosales. L.a existencia de estas dos Uni-
cas fuentes de colesterol intestinal endbogeno parece bien respaldada en el
caso del hombre (59). No obstante, diversos estudios posteriores han mos
trado que el colesterol sintetizado por el intestino aparece muy rapidamen
te en el lumen, tras la administracién de acetato marcado; hecho difl'cilme_rl
te explicable sobre la base de la descamacibén de las células epiteliales (60).
Es posible, por tanto, que la secrecidn y excrecidén de colesterol por estas

células tenga cierta relevancia.

Las estimaciones cuantitativas de cada uno de estos proce-
sos es notablemente dificil. Se ha calculado que la contribucién biliar po-
drfa situarse en torno a 2-3 mg/dia en la rata. Puesto que la mayor parte
del colesterol biliar (60-80%) es reabsorbido, es razonable admitir que
la bilis no contribuye méas de una tercera parte de la excrecibén fecal de
colesterol (27,61). En apoyo de esta suposicidn, cuando se alimentan ra
tas con una dieta al 2% encolestiramina o colesterol se observa que la ex
crecidon fecal de colesterol es de tres a cuatro veces mayor que en los con
troles, pero sin embargo, la salida de colesterol en bilis o no cambia, o

sufre tan solo un ligero incremento (52, 62).

Teniendo en cuenta el mayor coeficiente de absorcion del co
lesterol endbgeno y el hecho de que probablemente la descamacion asf como
la secrecidn y excrecidn de colesterol por parte de las células epiteliales
tiene lugar a todo lo largo del tracto gastrointestinal (27, 47); en gran par

te despues de los lugares donde la absorcidon es méas activa, es evidente
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que los esteroles fecales neutros deben proceder fundamentalmente de la
dieta y del intestino. En una serie de experimentos, Chevallier y Lutton
(27) estimaron que el flujo diario de colesterol endbgeno que entra en el
lumen es, para la rata, de 11 mg/dfa. Si se supone que el'Villi'contribu-
ye en un 20% del colesterol luminal total y que el "turnover' celular del
epitelio es de unas 30 horas (63), la contribucidn endbgena de la descama
cibn de la mucosa epitelial debe ser de unos 3 mg/dfa. Es decir, al me=-
nos un 50% del flujo de colesterol endbgeno que entra en el lumen es debi_

do al intercambio de colesterol entre las células epiteliales y el lumen.

En el hombre, la excrecidon de colesterol endbégeno parece
constituida solo por el colesterol excretado; es decir, no hay contribucién
de colesterol fecal secretado externamente (64). Asimismo, la eliminacidén
de colesterol en forma de esteroides fecales neutros es semejante a la de
Acidos biliares (47, 65, 66), en tanto que en la rata la excrecibén de coleste

rol es relativamente baja, comparada con la de acidos biliares.

La excrecibén fecal de colesterol esta influenciada por nume
rosos factores y resulfa interesante destacar que bajo la mayor parte de
las condiciones nutricionales descritas por los autores, se encuentra en
razdén inversamente proporcional al coeficiente de absorcidén de! coleste-
rol (67). Asimismo, el volumen diario de secrecidn fecal externa de coles
terol aumenta, en rata, cuando el coeficiente de absorcién disminuye. Es-
te paralelismov entre excrecidon y secrecibn externa sugiere que tanto el co
lesterol transferido desde el plasma, como el colesterol sintetizado son re
gulados por un mecanismo similar. No obstante, cuando se representa la
secrecidn fecal externa frente al coeficiente de absorcidon, la pendiente &

la ITnea de regresidén es menor que en el caso de la excrecibn,y la extrapo -



—45-

lacién a un valor tebrico de absorcidn 0% da un valor de secrecidn muy
préximo al calculado por otros métodos en animales controles (27). Es-
ta observacién puede indicar que el flujo de colesterol secretado desde
el lumen al intestino es razonablemente constante e independiente de las

condiciones nutricionales.

1.1.3.2.- Transformacidn a acidos biliares.

L.a transformacidn de colesterol a acidos biliares consti-
tuye el otro mecanismo cuantitativamente importante de la regulacion del
"turnover!" del colesterol en el cuerpo (68,69). Otros procesos como la
descamaci 6n de la piel y el pelo, la conversibn a hormonas esteroideas
y la eliminacidn en la orina no poseen gran peso especffico en la dinami-
ca global aunque no se descarta que puedan ser importantes en algunos es

tados patolbgicos. (47).

Como es sabido, los acidos biliares sintetizados en el hi-
gado son secretados, vla bilis, al lumen intestinal. donde, segln la espe
cie, pueden sufrir eventuales transformaciones quimicas a cargo de la flo
ra microbiana intestinal. Mediante inyeccidn simultanea de 3H-—mevalonato
y 1“C—colesterol, adsorbido sobre proteinas autblogas, practicada intra-
venosamente en ratas anestesiadas con fenobarbital,se ha comprobado que
el colesterol recientemente sintetizado es mejor sustrato para la biosinte
sis de Acidos biliares que el colesterol que alcanza el hfgado vfa lipopro-

teinas plasmaticas (70).

La cantidad de &acidos biliares sintetizada cada dfa '""de novo'
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a partir del colesterol no es suficiente para llevar a cabo su importante

pape! en la asimilaciéon de las sustancias liposolubles de la dieta. No obg
tante, el organismo dispone de un mecanismo de reciclaje que permite que
el "pool! de acidos biliares, relativamente pequefio, pueda ser reutiliza-
do varias veces, cada dfa, durante el proceso de digestién de las grasas.
La eficacia de esta denominada'circulacidn enterohepéatica'' esta relacio-

nada directamente con la eficacia del proceso de reabsorcidn intestinal(47).

Parece que esta absorcidon de acidos biliares tiene lugar a
todo lo largo del tracto gastrointestinal mediante diferentes mecanismos(71).
Diversos estudios parecen confirmar que la absorcién en el intestino delg_a
do proximal se lleva a cabo mediante difusidn pasiva (72,73, 74). En gene
ral este proceso es mas lento conforme aumenta la polaridad y el grado de
ionizacién def acido (75). En el ileon, por el contrario, Weiner ha compro
bado (72) que el transporte de acidos biliares es predominantemente un
proceso activo, hecho que ha sido igualmente confirmado por otros autores
(73, 74). También en este caso, lascaracterfsticas ciréticas del proceso eg
tan estrechamente relacionadas con la estructura qufmica particular de ca_
da &cido biliar, encontr;éndose que la velocidad es mayor cuando la molécu
la esta conjugada y cuanto mayor es su grado de hidroxilacién (76). La ab-
sorcién a lo largo del colon es presumiblemente despreciable ya que, bajo
condiciones fisioldgicas, solo una pequefia cantidad de &cidos biliares al-

canzan el intestino grueso,

Es interesante destacar, a la vista de estos resultados,
que aquellos acidos biliares que son diffcilmente absorbidos mediante difu
sidn pasiva en el intestino proximal (por ejemplo, los trihidroxilados vy

conjugados), son activamente transportados a velocidades maximas en el
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ileon., Reciprocamente, las velocidades de transporte activo en el intes-
tino delgado terminal son mucho mas bajas para los acidos que pueden ab-

sorberse facilmente mediante difusién pasiva (47).

Noexistendatos acerca de la cantidad precisa del "pool! que
se reabsorbe por cada ciclo de la circulacibén enterohepatica en cada una
de estas localizaciones. No obstante existen indicios de que el ileon debe
tener suma importancia. L.a reseccidén de la mitad distal del intestino del-
gado provoca un aumento del"turnover"de 4cidos biliares, mientras que la
reseccidon del yeyuno no esti asociada, aparentemente, con alteraciones

de esta indole (77, 78, 79, 80).

Tras su absorcidn por la mucosa intestinal, los Acidos bilia-
res penetran tanto en el sistema venoso portal como en los vasos linfiticos.
Sin embargo, teniendo en cuenta la mayor capacidad de recepcidn de la san-
gre portal asl como su flujo, que es casi 500 veces mayor que el de la linfa
intestinal, se calcula que méas del 99,9 % de la absorcién se lleva a cabo

mediante el citado sistema venoso portal (8i),

Tanto en el hombre como en los animales de laboratorio, la
transformacion de colesterol en acidos biliares subyace a un complejo me-
canismo de control. Se cree que existen, al menos, dos sistemas !""feedback!
implicados en el proceso: uno controlado por la cantidad de acidos biliares
que alcanza el hfgado via circulacién enterohepatica y otro, por la cantidad

de colesterol absorbido.

Respecto al primero de estos sistemas existen numerosas
pruebas experimentales: La fistula biliar incrementa los niveles de excre-

cidn de acidos biliares por encima de los valores controles (82, 83, 84).
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La administracién de colestiramina, una resina sintética, no asimilable,
capaz de unirse a los acidos biliares, incrementa asimismo su excrecidn
(85). La administracién de 4cidos biliares suprime en el hombre la pro-
duccidn endbgena; en tanto que la ilectomfa la incrementa tanto en huma-

nos {86), como animales (77).

El mecanismo por el que se articula este sistema feedback
no esti claro, aunque existen evidencias de que podrfa tratarse de un con-
junto de efectos coordinados a nivel de los enzimas limitantes de las rutas
biosintética y degradativa del colesterol, esto es, de la HMG-CoA -reducta-
sa y la colesterol 7 0 -hidroxilasa (87). Dietschy ha sugerido que el con-
trol puede estar determinado por algunos efectos indirectos de los acidos
biliares sobre la absorcién de colesterol o sobre la formacién de quilomi-
crones y que tanto la formacién de colesterol como su degradacidén podrfan
estar bajo control directo de la cantidad de colesterol. que alcanza el

hfgado desde el tracto gastrointestinal (47).

En cuanto’'al segundo de los sistemas '"feedback!, el con-
trolado por la cantidad de colesterol absorbido fué demostrado primeramen—
te en perro por Abell y cols. (88), y mas tarde en rata (89, 90). Este me-
canismo parece esencial para prevenir situaciones en que la aportacibén
de colesterol en la dieta es inesperadamente elevada. Asl por ejemplo,
cuando el incremento de acidos biliares que se produce en respuesta a
una dieta rica en colesterol, se inhibe con tiouracilo, sobreviene una hiper-
colesterolemia muy acusada en rata y perro (88). En el conejo, sin embar-
go, en que tal mecanismo compensator_io no existe, la alimentacidon con die-
tas suplementadas con colesterol generan igualmente niveles anormalmente

elevados de colesterol en sangre (91). Parece probable, por consiguiente,
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que se trate de un proceso adaptativo para mantener el equilibrio dinami-

co del colesterol en el cuerpo (52).

La situacion en el hombre es peor conocida. Se sabe que la
velocidad de excrecidn de colesterol es comparable a la de produccidon de
acidos biliares (92, 93, 94), y que estos Gltimos parecen poder sintetizar-
se por mas de una ruta (95). De cualquier modo la conversién de coleste—
rol a acidos biliares no parece ser afectada por cantidades elevadas de
colesterol en la dieta (96). La "inadaptabilidad" del proceso podrlia expli-
car la frecuente disfuncidén del equilibrio dindmico de‘l colesterol en el
hombre (30). Finalmente, las interrelaciones entre absorcién y sintesis

son aun bastantes confusas (96, 97).

1.1.4- Efecto de la alimentacion sobre el "turnover! del colesterol

En mamiferos, el efecto que los componentes de la dieta po-

seen sobre el flujo de colesterol a través del espacio de transferencia ha
sido ampliamente tratado en sus aspectos dinadmicos generales, aunque se
dista mucho alin de conocer los mecanismos Thtimos mediante los que tales
efectos tienen lugar. Los trabajos realizados sobre dietas suplementadas
con colesterol, colestiramina o acidos biliares, dietas purificadas y ayuno
son particularmente ilustrativos acerca de la enorme influencia de la ali-

mentacidn sobre el balance corporal del colesterol.

El efecto inhibidor que una dieta rica en colesterol tiene
en rata sobre la biosintesis endbgena de este compuesto,determinadain

vitro!" mediante cortes hepaticos, fue puesta de manifiesto por Taylor y
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Gould ya al comienzo de la decada de los cincuenta (98, 99) y confirmada
porteriormente repetidas veces (100, 101, 102, Para explicar este efecto se
han propuesto diversos mecanismos (103): la -limitacidn de la absorcidn in-
testinal en humanos (103, 104) y la supresién de la sintesis de colesterol
endbgeno e incremento de la excrecidn fecal de 4cidos biliares en rata

(102, 106, 89) y perro ( 98, 100, 88') son algunos ejemplos de ello.

Raicht y cols.(111) han estudiado en ratas el efecto que so-
bre los distintos parametros de "turnover!' del colesterol tienen dietas su-
plementadas, alternativamente, con 0.8 % de B-sitoster‘ol y colesterol al
1.2 %. Han comprobado que el coeficiente de absorcion sufre un fuerte in-
cremento (de 1.2 a 70 mg/dia) que es compensado en parte por una inhibi-
cibn de la biosintesis hepatica y un incremento en la velocidad de conver-
sidn de colesterol a acidos biliares. Simultaneamente tiene lugar un ligero
incremento de la excrecibdn de esteroides neutros de origen endbgeno. A
pesar de la adpatacién, sin embargo, en estos animales tiene lugar un acG-
mulo de colesterol hepitico. Estos efectos se tradujeron a nivel enziméatico
en un descenso del 80 % en la actividad HMG-CoA reductasa y un incremen-
to del 61 % en la actividad colesterol 7 a-hidroxilasa. EI B-sitosterol,
por su parte, provoca un descenso en el coeficiente de absorcibén de coles-
terol asociado a un incremento de su sintesis, pero no introduce cambios
en la velocidad de transformacidén a acidos biliares. L_a actividad reducta-
sa se incrementd dos veces y la 7 q—hidroxilasa no sufrié modificacidén
alguna (111). Otros tejidos no muestran una supresidn tan marcada en la

sintesis de colesterol (20).

Segln Dietschy (47), las diferencias interespecificas arran-

can fundamentalmente de variaciones en la absorcidn y en la excrecion.
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Para este autor, cuando un.animal ingiere una dieta pobre en colesterol
virtualmente todo el aporte procede de la sintesis endbgena y la salida del
espacio de transferencia tiene lugar, a partes iguales, mediante excrecion
de esteroles neutros y de esteroles acidos. En los animales cuya capaci-
dad de absorcién de colesterol exbgeno es, como en el hombre, muy limi-
tada el enriquecimiento de este compuesto en la dieta incrementara muy
pocoisuespacio de transferencia y la excrecidén y degradacidn permanece-
ran practicamente inalteradas. En especies como el conejo donde la capa-
cidad de absorcidon es elevada y no existen tales mecanismos compensato—
rios, una ingesta elevada de colesterol conduce a una expansidn indefini-
da del espacio de transferencia. Finalmente en el caso de la rata o el pe-
rro, la capacidad para absorber colesterol exégeno, relativamente elevada,
puede ser compensada por inhibicidn de la sintesis endbgena, incr‘ementén;
dose paralelamente la formacién de acidos biliar‘es,por* lo que su espacio de
transferencia se estabilizari en niveles superiores a los normales, y en
ellos, la excrecidon de esteroles fecales 4cidos superara con creces la de

esteroles neutros.

Ho y cols. han investigado la capacidad y la reversibilidad
de almacenamiento de colesterol en distintos érganos de perro, ratay co-
nejo sometidos a dieta prolongada de colesterol. Encontraron que la mayor
parte de los tejidos de conejo presentan aciimulo de colesterol bajo este
tratamiento, pero no asi los de rata y perro. Una vez restituida la dieta
estandar no suplementada con co‘lester‘ol observaron que en un periodo de
3 a 6 meses se elimind el exceso en todos ellos excepto en aorta y piel,
donde la eliminacidn fue mas lenta e incompleta. A raiz de ello, los autores
especulan acerca del papel que juega esta caracteristica de la aorta en la

patogenia de la aterosclerosis (112).
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En otro orden de cosas, el efecto de la colestiramina es tam-

bién conocido a grandes rasgos. La administracion oral de esta sustancia
provoca en ratas un incremento tanto de la sintesis de colesterol como de
su degradacién a acidos biliares a nivel de sus respectivas etapas limitan-
tes, posiblemente, como consecuencia de la retirada de estos de .

la circulacidon enterohepética que esta sustancia provoca (87). En cerdos
hipercolesterolémicos, la colestiramina reduce con gran efectividad las
concentraciones de colesterol plasméatico asf como la retencién corporal
total. Estos cambios parecen deberse a un incremento de la excrecién fe-
cal de esteroides neutros y &cidos, y también a un incremento paralelo de la
sintesis de colesterol, bien correlacionada "in vitro" con la actividad HMG-
CoA reductasa. El aumento de la actividad 7 a-hidroxilasa concuerda en es-

tos animales con la cantidad de acidos biliares fecales excretados bajo tal

situacion (113).

L.os estudios llevados a cabo sobre los efectos de la suple-

mentacion de acidos biliares en la dieta no hacen sino confirmar el poten-

te efecto inhibidor de la colesterogénesis hepatica que estas sustancias
poseen, puestas ya de manifiesto mediante otro tipo de técnicas (diversion
biliar, reseccion ileal, etc.). Mas controvertido es el aspecto de cuales

de éstos acidos posee mayor influencia.

Mathé y Chevallier, alimentando ratas con dieta suplementa-
das con un 0.5 % de &cido hiodesoxicblico durante cuatro meses han obser-
vado que la eliminacibén fecal de esteroles neutros sufre un incremento al
que contribuyen todos los procesos inherentes al "turnover!" del colesterol
(no-absorcibn,excrecién y secrecién interna). Ademés la sintesis resultd
incrementada. Con excepcidn de la secrecibdn externa, segln estos mismos

autores, todos estos incrementos pueden explicarse en términos del descen-
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so observado en el coeficiente de absorcidén del colesterol. Se sugiere para
ello que este écidg biliar podria inhibir competitivamente la absorcién de .
taurocolato, reduciendo la cantidad disponible de este Gltimo para la absor-
cidn de colesterd! y tipidos (114). Otros autores han comporbado que el in-
cremento de la sintesis inducido por diversién biliar en la rata puede preve-
nirse mediante perfusién duodenal de tauroquenodesoxicblico. EIl 4cido tau-
rocdlico, sin embargo, no tendrfa efecto. Por su parte la sintesis intestinal
de colesterol se reduce por taurocblico y tauroquenodesoxicdlico pero no se
modifica por taurodehidrocéblico (115).

Finalmente, en humanos, la administracién oral de quenode-
soxicdlico se asocia con un descenso de la saturacidn de la bilis en coles-
terol, pudiendo inducir la disolucién de calculos biliares mientras que el
acido cblico es generalmente inefectivo (116, 117, 118, 119, 120). Diver-
sos estudios muestran que la excrecidn biliar de colesterol es menor durante
el tratamiento con guenodesoxicblico que con cblico (121, 122) y este puede
ser un factor decisivo en la desaturacidon de colesterol en bilis. El mecanis-
mo exacto no ha sido clarificado, aunque algunas pruebas indican que no es
probable que el descenso en la secrecidn de colesterol se deba a un des-
censo de su coeficiente de absorcién (123). Mientras que algunos autores
abogan por una accidn directa a nivel de la HMG-CoA reductasa (124), otros
opinan con Dietschy que los 4cidos biliares no inhiben directamente la re-
ductasa sino que regulan indirectamente la sintesis de colesterol mediante
cambios en el flujoa / o desde el hfgado (125, 126). Recientemente se
ha sugerido que la reduccién en la saturacién biliar de colesterol podrfa

ser el resultado de cambios en la interrelacién de diferentes Ifpidos bilia-

res en el lugar de su secrecién (123).
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El tipo de fibras  presentes en la dieta puede asimismo afec-
tar sensiblemente los diversos parametros del "turnover! del colesterol. .
Mathé y cols. sugieren que los cambios en la fuente de fibra de la dieta o
en la composicién en sales de la misma tienen efectos moderados sobre su
coeficiente de absorcidén (108). Niveles a'ltos de celulosa incrementan di-
cho coeficiente(108) en tanto que las saponinas de la alfalfa lo disminuye
(107). La excrecidn fecal de ester‘oides‘por‘ ratas alimentadas con dieta
estandar, o dietas semipurificadas conteniendo pectina (105) lignina (127)
o alfalfa (128) es significativamente mayor que cuando las ratas consumen
solamente celulosa como fibra. Algunos autores piensan que el ajuste entre
las velocidades de sintesis y degradacién del colesterol en f*espuesta ala
dieta es particularmente eficiente en la rata (129). En este sentido, se ha
confirmado en parte que el incremento de la excrecibn fecal de esteroles
neutros y acidos observado tras la adninistracidén de distintos tipos de fi-
bras es paralelo al incremento de la sintesis de colesterol, manteniéndose

P4 . . - -
asi un nivel adecuado en circulacién enterohepéatica. (129).

La influencia en las proporciones de gllcidos,lfpidos y protei-

nas en la dieta también ha sido objeto de especial atencién. Las correlaciones
observadas son muy diversas. Mukherjee y cols. han encontrado en rata que
la suplementacidn de dietas libres de grasas con linoleato disminuye la con-
centracién de colesterol hepitico y la sintesis en este 6rgano (130). Incre-
mentando la cantidad de caseina en la dieta se observa un aumento de la ve-
locidad de absorcidn en detrimento de la sfntesis endégena (131, 48.). Las
;‘estricciones caléric.:as en la dieta provocan una reduccibén del colesterol
plasmatico en humanos hiperlipoproteinémicos (133) y en ratas obesas (134).
La glucosa administrada a ratas ayunadas durante 36-40 horas causan una
marcada estimulacbn de la colesterogénesis hepéatica y de la colesterol 7a

. .. . .,
—hidroxilacién. Bajo estas mismas condiciones se incrementa la excrecion
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tanto de colesterol como de acidos biliares (135).

Recientemente, Jugano y cols. han descubierto que el pa-
trén biosintético intestinal de colesterol puede también modificarse por
el tipo de dieta, de tal modo que, aunque estudios previos indican que el
ileon es el lugar mas importante de la colesterogénesis intestinal, una die-
ta purificada con sacarosa como (nica fuente de carbohidratos pueda entre
los 7y 10 primeros dias, eliminar el gradiente biosintético yeyuno-ileal
presente bajo dietas comerciales. Encuentran que, en efecto, la actividad
especifica de la HMG-CoA reductasa yeyunal es significativamente mayor
que la ileal. Las modificaciones en la composicidon de la fibra y su natura-
leza, asl como en la fuente de carbohidratos no consiguen modificar esta
respuesta. LLos autores concluyen que la colesterogénesis intestinal debe

estar controlada por una gran variedad e componentes de la dieta (136).

El efecto inhibidor de la colesterogénesis que posee el ayuno
fué puesto de manifiesto primeramente por Tonkins y cols. (148) y confirma-
do reiteradamente en otros laboratorios (19, 20, 137, 138). Como en el caso
de la alimentacidn con dieta de colesterol, aqui también se tienen pruebas de
que la accidn se produce a nivel de la etapa limitante, la reduccion del HMG-
CoA (87, 139). El efecto del tipo de dieta durante la realimentacibén en ratas
ayunadas durante periodos mas o menos largos de tiempo también ha sido es-
tudiado . Se tienen evidencias sobre la iriflue'ncia de dietas libres de gra-
sas (140, 141) y dietas gr*asas(l42). Craig y cols (140) mostraron que la res-
puesta en la colesterogénesis hepitica era marcadamente distinta entre ra-
tas realimentadas con una dieta libre de grasas y una dieta no purificada
que las contenga. Estos autores .mostr‘aton que en el primer caso, la HMG-

CoA reductasa y la sintesis de esteroles se incrementaban hasta el tercer
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'dia alcanzando niveles comparables a los controles no ayunados, para de-
clinar entonces rapidamente hasta niveles muy bajos en los dias 5-6 (140,

141). Por otra parte, en las ratas realimentadas con dietas no purificadas
la actividad continud incrementandose hasta restaurarse en los niveles de

preayuno después de los dias 5 y 6.

En aves, tanto el "turnover!" del colesterol como los efectos
que sobre él poseen los factores de la dieta son bastante menos conocidos.
Estrucfur‘almente, el contenido tisular del colesterol parece ser en pollos
muy semejante al de mamiferos, a excepcidén del cerebro, donde la concen-
tracion es menor (143). Bajo dieta continuada de colesterol puede inducir-

se en ellos aterosclerosis experimental (144).

Sklan y Budowsky, han comprobado recientemente en pollos
que la colesterogénesis hepatica a partir de acetato se deprime tanto "in
vitro!" como '""in vivo! a los siete dias de tratamiento con una dieta de coles-
terol o taurocolato, incrementandose mediante suplementacidon de colestira-
mina en la dieta. La colgsterogénesis intestinal, seg(n estos autores se
depr‘ime"in vivo"solo por taurocolato, mientras que ''in vitro" desciende ba-
jo dieta de colesterol. Por su parte, la conversidn de colesterol a acidos
biliares aumenta con dieta de colesterol y colestiramina y disminuye por

taurocolato (145).

En pollos jbvenes, el coeficiente de absorciéon desciende cuan-
do se suplementan fitosteroles a la dieta (33). Los esteroles de soja redu-
cen considerablemente la circulacidn enterohepitica de colesterol y acidos
biliares por decremento, al parecer, de la absorcidn ileal de estas sus-

tancias (146).
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Finalmente, 'Subbiah y cols. (147) han examinado el efecto
que las restricciones en la dieta tienen sobre el colesterol plasmatico y
sobre el balance corporal de este compuesto en pichones jbvenes. Encon-
traronque después de un mes de tratamiento el colesterol plasméatico se
incrementa significativamente para decrecer después a los tres meses, a
los niveles iniciales. Ellos atribuyen este efecto al incremento de flujo de
colesterol desde los tejidos a la sangre durante la pérdida de peso. La
excrecién fecal de esteroles neutros se redujo significativamente, tanto
al mes como a los tres meses de restricciones dietéticas, mientras que la
excrecion fecal de a4cidos biliares no sufrid cambios significativos, indi-

cando que poseen diferente control metabblico.
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1.2.- REGULACION DE LA BIOSINTESIS DEL
COLESTEROL: PAPEL CENTRAL DE LA
HMG-CoA REDUCTASA

L.os primeros estudios |levados a cabo al comienzo de la dé-
cada de los aflos cincuenta evidenciaron que la biosintesis del colesterol .
esti regulada principalmente por tres variables fisiolbdgicas (47). La canti-
dad de colesterol en la dieta, el aporte caldrico de la misma y la circula-
cibn enterohepatica de los acidos biliares (98, 99, 148, 149, 150). Desde
entonces y como ya se ha mencionado en parte, se handescrito muchos otros
factores implicados en la regulacidén (factores dietéticos y hormonales, |i-

poproteinas, etc.) cuya significacién fisioléogica es mas dificil de precisar.

Los trabajos de Tay'lor y Gould (98, 99) pusieron claramente
de manifiesto que una dieta rica en colesterol suprime vitualmente la coles-
terogénesis hepatica. Periodos de tan solo 12 horas causan una considerable
depresidén en la sfntesis_hepética de esteroles, siendo la inhibicidn practica-
mente completa, en la rata,a las 48 horas. Otros tejidos no muestran un des-
censo tan acusado en su actividad sintética (20, 99, 100, 161). Solamente en
dos tejidos extrahepaticos se han encontrado efectos significativos. Takeuchi
y cols. (162) han demostrado que la incorporacién de acetato a colesterol en
médula dsea de conejo se deprime cuando se alimentan los animales conuna dieta
rfica en colesterol durante dos semanas'. Bailey(163),por suparte, ha encontra-
do un efecto semejante incubando linfoblastos y fibroblastos de ratén en pre-
sencia de colesterol. Hay que resefiar, no obstante, que el (nico tejido cuan-
titativamente importante en el balance global de esteroles cuya colesterogé-

nesis es rapida y eficazmente suprimida bajo una dieta de colesterol es el higado.
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Si se consideran las aportaciones totales de cada d6rgano a la biosIntesis
endbgena de colesterol, se sigue que en animales sometidos a este tipo
de tratamiento, el tracto gastrointestinal, y en particular el {leon, se con-

vierte en el lugar mas importante para la sintesis de esteroles.

A raiz de las observaciones iniciales de que la interrupcidn
del flujo biliar provocaba un rapido aumento de la colesterogénesis hepa-
tica (149) e intestinal (150) se hizo patente que alguno de los componentes
de la bilis posefa un importante papel en el ‘control de la sintesis de este-
roles en ambos 6rganos. Algunos autores sostienen que la accién de los
&cidos biliares en el hfgado serfa indirecta (47). Segdn este modelo la sin-
tesis hepatica de colesterol serfa controlada por la cantidad de este compues-~
to que -alcanza el hfgado desde el lumen intestinal. Ahora bien, teniendo enA
cuenta que para que se lleve a cabo la absorcién se necesita el concurso
de los 4cidos biliares ( 50) y asimismo se requiere su presencia para el pa-
so de colesterol intestinal hacia la linfa (166, 53), el tamafio del "pool!" de
acidos biliares determina, en definitiva y de un modo indirecto, la velocidad
de sintesis hepdtica de colesterol. Aunque para estos autores la colestero-
génesis intestinal, en contraste con la situacién en hfgado, podria estar re-
gulada directamente por dcidos biliares (47), recientes estudios indican que
también en este caso la accidn podria derivar de su sola funcién como por-
tadores de colesterol bajo condiciones fisioldgicas, en tanto que . serfla esta
sustancia la que tendrfa un efecto concreto y directo sobre la etapa limitan-

te de su propia sintesis (164)..

El ayuno por su parte también evidencia en rata una fuerte
inhibicidn en la sintesis hepética de esteroles (apdo. 1.1.4). En otros

tejidos, incluido el tracto gastrointestinal, el efecto observado es bastante
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menor o incluso inexistente (47).

Aunque, como ya se ha dicho, estos hechos seconocieron al
comienzo de la década de los afios cincuenta, hubo que esperar no obstan-
te a que se clarificasen las reacciones iniciales de la ruta para conocer
que etapas estaban implicadas en cada uno de estos mecanismos. Los tra-
bajos posteriores de Gould y Popjak (151) y de Bucher y cols. (152) demos-
traron que la conversidn de lZ‘C—mevalonato a colesterol en hfgado de ratas
alimentadas con dieta suplementada con este Gitimo permanecia inalterada,
cuando sin embargo bajo esas condiciones, la incorporacidén de 14C—acetr::to
a colesterol estaba fuertemente inhibida. Estos resultados implicaban que
la regulacidn tenia que darse antes de la formaciéon de mevalonato. El fenb-
meno fue investigado posteriormente por Siperstein y Guest (106). Estos
autores comprobaron que los cortes hepaticos procedentes de animales ali-
mentados con una dieta rica en colesterol podian incorporar 14C-acetato a
didxido de carbono, &cidos grasos y cuerpos cetbnicos a velocidades proé-
Ximas a las de los controles a pesar de que la sfntesié de colesterol en ellos
estaba casi completamepte suprimida. A partir de estos datos dedujeron que
el punto de inhibicién debia ser precisamente la reduccién del 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA a mevalonato. Ello canalizd la atencidon sobre la HMG-CoA

. . I'd .
reductasa como centro de la regulacidon de la biosintesis del colesterol.

Ciertamente, parte de las premisas en que se apoyaba esta
conclusidén no estaban justificadas (154), entre otras cosas porque los da-
tos habfan sido interpretados asumiendo la existencia de un Unico "pool' de
HMG-CoA , com(in para la cetogénesis y para la colesterogénesis (155). En
este esquema, en apariencia solidamente respaldado por la evidencia expe-

rimental, la formacién de mevalonato constituye el punto de ramificacidon para
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ambas rutas. Se trata ademéis de una reaccidn que se sabfla irreversible. Por
todo ello la HMG-CoA reductasa parecia el candidato m&s probable para la

regulacidon de la biosintesis del colesterol.

Hoy se sabe sin embargo que aunque el HMG-CoA es a la vez
precursor tanto de la formacién de cuerpos cetdbnicos como de la sintesis
de esteroles, ambas rutas se llevan a cabo en compartimentos celulares di-
ferentes (mitocondrial y extramitocondrial respectivamente) e involucran
asfmismo "pools'' diferentes de intermediarios y de enzimas (156), lo que
sitha a la tiolasa citoplasmética en el punto de ramificacidn que antes se

asignaba a la reductasa y obligando al replanteamiento del problema.

Multitud de nuevos datos, no obstante, ha puesto de manifies-
to que aunque las presunciones de Siperstein y cols. no parecen ser correc-
tas, la conclusién propiamente dicha es valida. Actualmente prevalece la
opinién de que la HMG-CoA reductasa es, bajo la mayor parte de las condi-
ciones fisiolbégicas, la enzima clave de la regulacibén de la colesterogénesis
hepatica (157, 141, 159, 160). La conclusién precedente es, ademéas proba-
blemente valida para una amplia gama de sistemas aparte de los tejidos hepa-

ticos de rata (159). Esquema 2.

La biosintesis de colesterol presenta variaciones diurnas de
velocidad que han sido puestas de manifiesto en hfgado (168, 169) e intestino
de rata (170) durante la pasada década. Los primeros estudios indicaron que
solamente la HMG-CoA reductasa muestra cambios de actividad significativos
y paralelos a los de incorporacién de acetato a esteroles. Estudios mas re-
cientes parecen indicar que la incorporacidon de mevalonato a colesterol por

. ' . . - -
cortes hepaticos podrfa asimismo variar en funciéon de la hora del dia con-
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trariamente a lo que se supuso en principio (171). Este hallazgo ha llevado

a Shama Bhat y cols. a postular la existencia de otro paso posterior a la
reductasa y que se hace limitante de la velocidad a media noche (171). No
obstante hay que sefialar que la existencia de ritmos diurnos a otros nive-
les es polémica: mientras que algunos autores encuentran variaciones hora-
rias en la actividad PPMVVA-descarboxilasa (167) y alin en etapas posterio-
res a la formacidén de escualeno(165) otros datos, igualmente recientes, con-

tradicen estos resultados (158, 174).

La existencia de otros puntos de regulacién en la ruta distin-
tos al catalizado por la HMG-CoA reductasa no puede descartarse desde lue-
go. En este sentido, las actividades tiolasa y sintasa extramitocondriales (153)
asf como la conversidén de mevalonato en farnesil-PP y de este Gltimo a escua-
leno (157), sufren descensos en animales alimentados con dietas ricas en co-
lesterol.Gran parte de las enzimas implicadas en laconversion de HMG-CoA
en escualeno disminuyen sus actividades bajo condiciones de ayuno, alcanzan-
do de nuevo los valores iniciales durante la realimentacion (141). Mediante
estudios de incorporacidon de precursores marcados, Wiss y cols. han de-
mostrado la existencia de un lugar de regulacién, posterior a la formacion
de escualeno (132) que seria también afectado por el ayuno (110). Slakey y
cols. a partir de los cambios observados en la incorporacién de MVVA a coles-
terol y el comportamiento de las enzimas intermediarias indican que existen, al

menos, dos lugares secundarios de regulacion (141).

No obstante, las variaciones debidas a la HMG-CoA reducta-
sa son suficientes para explicar los cambios observados en la incorporacibdn
de acetato a colesterol "in vitro' (141). Por otra parte, los cambios detec-

tados en las restantes enzimas no son tan intensos ni tan rapidos como las
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modificaciones sufridas por la reductasa bajo analogas condiciones por lo
que los mencionados puntos de regulacidén precedentes o subsecuentes a la

reduccidn del HMG-CoA parecen tener una importancia secundaria (159).

Los conocimientos que en aves se tienen, a este respecto,
son practicamente nulos. Tampoco son numerosos los datos acerca de ani-
males en desarrollo. Ramachandran y cols. han probado que la descarboxi-
lacibn del PPMVA es un paso limitante de | a incorporacién de MVA a escua-
leno en ratas lactantes. Dicho enzima es inhibido en un 50-80 % cuando se

alimentan ratas destetadas con dieta de colesterol al 1 % (109).
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1.3.- ESTUDIO DE LA HMG- CoA
REDUCTASA

1.3.1.- Distribucibén y localizaciéon de la enzima

Aunque la HMG-CoA reductasa debe estar presente en todos
los tejidos de mamfiferos capaces de sintetizar IPP | su actividad ha sido
ampliamente citada solo en hfgado, tejidos intestinales, piel, leucocitos cir-
culantes, linfocitos esplénicos, cerebro en desarrollo y células tumorales
hepéticas. Mientras que la mayor parte de los estudios se han llevado a cabo
en roedores, la actividad reductasa se ha medido recientemente en fibroblas-
tos humanos de la piel (222), leucocitos humanos (223) y muestras de biopsias
hep&ticas humanas. La HMG-CoA reductasa esti también presente en cultivos
de lineas celulares de mamfiferos, levadura, neurospora y en ciertas cepas

bacterianas que incluyen pseudomonas y un actinomicete (159).

En células de mamfferos, . la HMG-CoA reductasa existe
exclusivamente en la fraccidn de membranas microsomales del homogenado
celular. Alrededor del 80 % parece estar asociado con la fraccién membra-
nosa correspondiente al reticulo endoplasmético liso, Aparato de Golgi vy
membrana plasmética (224). Mitropoulos y cols. recientemente han sefialado,
sin embargo,que dentro de la fracciébn microsomal su reparto no es homoge-
neo, sino que se presenta, junto con la colesterol 7 a-hidroxilasa en las
fracciones de retfculo endoplasmético rugoso con ribosomas de baja densi-
dad, las membranas lisas, procedentes del aparato de Golgi y membranas

plasméticas no contendrfan, segin estos autores cantidades apreciables de

ninguna de las dos enzimas (225).
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1.3.2.~- Solubilizacibn de la HMG-CoA reductasa microsomal

El estudio detallado de muchas de las propiedades cinéticas
y flsicas de la HMG-CoA reductasa requiere su aislamiento libre de materia-
les membranosos extrafios. La solubilizacién de la HMG~CoA reductasa de
microsomas de hfgado de rata ha sido abordada mediante varias técnicas.
Linn (226)ha descrito una extraccibon tamponada de unos polvos acetdnicos
y Kawachi and Rudney (227) publicaron més tarde un procedimiento de solu-
bilizaciébn por desoxicolato. Puesto que otros investigadores han econtrado
estos procedimientos diffciles de reproducir, se han desarrollado otros mé-

todos alternativos.

Varios de estos se basan en congelamiento y fusion de las
membranas microsomales. Brown (228) ha descrito un procedimiento de con-
gelaciébn répida de los microsomas en nitrégeno Ifquido; Heller y Gould
(229) los congelan lentamente (82-102 por minuto) y Ackerman (230) congela

los microsomas rapidamente y los liofiliza despues.

Aunque las actividades reportadas varian considerablemente,
todas estas técnicas de congelacibn-descongelacibn solubilizanuna fraccién
aproximadamente igual: 20-30 % de la actividad reductasa microsomal pre-

sente en un principio.

Heller Yy Gould (200) han indicado que la repeticién de su
pArocedimier;to de congeIacién—descongeiacién lenta con las membranas micro-
somales residuales dobla el rendimiento de la actividad reductasa solubilizada.
La actividad especlfica de esta segunda fraccidn solubilizada es 3-5 veces ma-

yor que la de la reductasa inicialmente solubilizada. Un mayor rendimiento de
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actividad solubilizada (70 %) se ha obtenido también por incubacibn de los

microsomas congelados-descongelados en glicero! al 509 (228).

En aves, Beg y cols (185), también mediante procedimientos
de congelacibén-descongelacién, han conseguido rendimientos alin mas ele-

vados.

Aunqgue el 50 % de las proteinas microsomales totales son
también liberadas, el 90 % de la actividad reductasa puede ser solubilizada
por tratamiento con fosfolipasa de preparaciones crudas de veneno de ser-
piente. Ademés,cuando los microsomas se incuban en CIK 4 M a temperatura
ambiente, por encima del 80 % de la actividad reductasa se solubiliza lenta-
mente. Para incrementar este rendimiento mas adn, el tratamiento con CIK

se combina con un paso previo de congelacién-descongelacibén (228).

Un hecho comln a varios procedimientos de solubilizacibén es
el aparente ""desenmascaramiento!'' de |la actividad reductasa. Frecuentemen—
te mas del 100 % de la actividad reductasa microsomal presente inicialmente
se recobra cuando se determinan ambas fracciones: soluble y microsomal re-
sidual (227, 218, 200, 229). L.as razones de esto no se conocen. La solubi-
lizacibén puede incrementar la accesibilidad del sustrato al enzima cuando la
estructura de la membrana esté total o parcialmente desorganizada. Alterna-
tivamente, las moléculas existentes pueden pasar a formas més activas o bien
inhibidores de la actividad reductasa pueden perderse durante la solubiliza-

cién (159).

L_as preparaciones solubilizadas de HMG-CoA reductasa de

hfgado de rata tienen un peso molecular de unos 200. 000 aproximadamente
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(228, 229). Puesto que la electroforesis en gel dodecil sulfato sédico de

la reductasa solubilizada con desoxicolato y la solubilizada con CIK 4M sugieren
subunidades de unos 65. 000, se ha propuesto la existencia de un trfmero.
Preparaciones de reductasa solublizadas por técnicas diferentes exhiben
un pH 6ptimo similar y valores de Km para HMG-CoA y NADPH también si-
milares, estos a su vez difieren ligeramente de las preparaciones de reduc-
tasa microsomal . Ciertas propiedades de la HMG-CoA reductasa dependen

de si el enzima esté ligado a membrana o solubilizado.

Aunqgue la reductasa microsomal es relativamente insensible
al calor o al frio, varias preparaciones solubilizadas de reductasa son ex-
tremadamente sensibles a ambos. M&s adn, la sensibilidad a la temperatura
de preparaciones solubilizadas por diferentes procedimientos varfa amplia-
mente. La reductasa solubilizada por fosfolipasa de veneno, extraccién con
CIK, o congelacibén-descongelacidén seguida de extraccién con glicerol, adquie-

re la propiedad de labilizarse irreversiblemente con el frio (159).

A menos que esten presentes concentraciones extremada-
mente elevadas de CIK (4M) o de glicerol (50 %), la HMG-CoA reductasa

pierde rdpidamente actividad a 42C.

Ni HMG-CoA ni NADPH previenen esta pérdida de actividad
inducida por frio. Aunque la disociacién de la enzima es una posibilidad,el

mecanismo de esta inactivacibén irreversible por frio no se conoce.

No obstante,la reductasa solubilizada por el método de con-
gelacibén-descongelacidn lenta de Heller y Gould (229) es reversiblemente
inactivada por frio. Puede conseguirse una completa restauracidn de acti-

vidad por incubacién a 372, la recuperacibn aparente de actividad solubili-
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zada alcanza de un 27 % a un 56 9% . Contrariamente a la inactivacibén por
frio observada por Brown et al (228), Heller y Gould han visto que el
NADPH 6 NADP , pero no CIK 4 M protege contra la inactivacidén por frio
(200). Puesto que las preparaciones de reductasa purificadas 150 veces se
inactivan por frio y se reactivan mediante tratamiento con calor, estos au-
tores han sugerido que la inactivacién reversible por frio debe ser una
propiedad intrfnseca de la reductasa solubilizada. Ellos postulan que la
HMG-CoA reductasa puede existir en for‘mai activa e inactiva, y que el frio
disocia la forma activa en subunidades ocurriendo ademéis una pérdida de

actividad.

Mientras qué se carece de una evidencia convincente, las
observaciones que son consistentes con esta hipétesis incluyen: (1) L.a re-
ductasa solubilizada por congelacién rdpida a -802 y calentamiento répido
no pierde ninguna actividad. Si la disociacién es un proceso relativamente
lento, la congelacidn y descongelacidén répidas pueden por ello evitar la diso-

ciacién . (2) La activacidén por calor de reductasa inactivada por frio es méas

eficiente a elevadas concentraciones enziméticas. (3). Los datos preliminares

de filtracién por geles sugieren que la reductasa activada por calor tiene un
peso molecular significativamente mayor que las preparaciones inactivadas

por frio (159).

Alguna forma de sensibilidad al frio puede ser una propiedad
intrfnseca de todas las preparaciones de reductasa solubilizada. Ciertamente
ningln procedimiento de solubilizacién ha proporcionado enzima en que se
haya podido demostrar concluyentemente insensibilidad al frio, incluso en la
reductasa solubilizada por desoxicolato, Mientras que no se ha mencionado

4 . . pe
ninguna sensibilidad a la temperatura en los estadios primeros de purifica-
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cién, se ha encontrado una activacibén por calor a 372C en purificacién
avanzada. Aunque no se ha citado, la activacibén por calor sugiere que pue-

de también darse inactivacién por frio.

Ackerman y cols (230) han reportado que sus preparaciones
de reductasa solublizada no son sensibles al frio. No obstante sus datos ex-
cluyen la inactivacidén irreversible por frio pero no la reversible. L.a reduc-
tasa solubilizada por su procedimiento causa sélo una ligera pérdida de
actividad cuando se almacena a 02. No obstante sus condiciones de determi-
nacién,que incluyen una preincubacién a 372C durante 20 min,podrfa ser mas
que suficiente para reactivar reversiblemente la reductasa inactivada por el

frio (159).

No esta claro por qué solo la reductasa solubilizada por

los tres métodos desarrollados por Brown y cols (228) parecen ser irrever-
siblemente inactivada por frio. Estos autor‘evs,no presentan datos para la
inactivacién por frio de la reductasa solubilizada por simple congelacion -
-descongelacidn de microsomas. Por eso no se sabe si el tratamiento con
CIK o glicero! usados para incrementar el rendimiento, confiere irreversi-
bilidad. Junto al hecho de ser |abil por frio, la reductasa solubilizada por
estos métodos es estable al calor en presencia de CIK 4 M, una propiedad

no mencionada para otras preparaciones solubilizadas.

La sensibilidad variable a la temperatura que exhiben las
dfstintas preparaciones solubilizadas pueden estar relacionadas con la pre-
sencia o ausencia de lipidos o fragmentos de membrana. Estas fracciones,
si estln presentes, deben ser pequefias ya que los pesos moleculares apa-

rentes de las diferentes preparaciones solubilizadas de reductasa,no difie-
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ren significativamente (228, .229). La elucidacién de los factores respon-
sables de estas propiedades variables pueden incidir en la naturaleza de la

- “, -
enzima in situ.

1. 3. 3. - Ritmo diurno de actividad

La ritmicidad es una propiedad fundamenta!l de la materia
viva. Tanto en las simples células como en los organismos complejos,innume-
rables estructuras y procesos sufren cambios peribddicos de forma o veloci-
dad (231). El papel de tales ritmos en la organizacioén temporal y la homeos-
tasis de los bioprocesos,debe enmarcarse en el contexto de lograr una ma-
yor eficacia,mediante la adaptacibén y sincronizacion del organismo a las
fluctuaciones peribddicas del entorno que facilitan su integracion en el medio
(232). De acuerdo con numerosos autores (232, 233, 234), el término ""ritmo
circadiano!" debe reservarse para aquellas oscilaciones generadas endégena-
mente y cuyos periodos sean de 24 horas, en tanto que el término "ritmo diur-
no!" se aplicaria a aquellos cambios de igual periodo, pero que responden a
un agente sincronizador externo. Como se ver& mas adelante, las variacio-
nes ritmicas de la actividad HMG- CoA reductasa dependen estrechamente de
factores externos, rales como la ingesta, por lo que , en lo sucesivo, aludi-

remos en ellas como ritmos diurnos.

La existencia de un ritmo diurno en la HMG-CoA reductasa
fue citada primeramente en hfgado de ratdn (203) por Kandutsch y cols en
1969 y poco después demostrado en higado de rata intestino de rata(170) y

ciertos hepatomas de rata y ratbn.
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Posteriormente ha sido confirmado en muchos laboratorios.
No obstante, la existencia de variaciones rltmicas de la actividad reducta-
sa en otras especies, particularmente en la humana, o en otros tejidos, no se

ha establecido (159).

De las enzimas que catalizan la conversidn de acetato en
escualeno, sélo la HMG-CoA-reductasa exhibe un ritmo diurno (141). De la
PP-MVA-descarboxilasas los datos que se tienen son bastantes confusos
(158, 167) y sélo de otro enzima de la ruta metabdiica del colesterol, la co-
lesterol 7— a-hidroxilasa, se ha confirmado la existencia de un ritmo diurno.
Esta enzima cataliza la primera reaccibén en el catabolismo del colesterol a

4cidos biliares.

Para discutir ritmos diurnos es conveniente distinguir entre

cuatro parametros, que son:

1.- El valor de la actividad promedio a lo largo de un ciclo

completo.

2. - La amplitud de ritmo o diferencia relativa entre las acti-

vidades del pico y del nadir.

3. -El periodo del ritmo o el nUtmero de horas que dura una

oscilacién completa.

4. - La fase del ritmo. Se refiere a las horas del dia en

que tiene lugar las actividades del picoy del nadir.

En principio, cada uno. de estos parémetros puede variar inde-

pendientemente de los otros. Para el valor medio, amplitud y fase del ritmo,
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esto ocurre de hecho.

El ayuno provoca un gran descenso de los niveles medios
de actividad reductasa sin efectos significativos sobre los otros parime-
tros. (168, 203). Una dieta de colestiramina, al contrario, incrementa
principalimente el nivel medio del ritmo en la sintesis del colesterol. Un
gran incremento en la amplitud del ritmo sigue al destete (205) y un gran des
censo ocurre por ablacibén o destruccibén de ciertas gldndulas endocrinas
(221). L.a fase del ritmo puede alterarse controlando los periodos de luz vy
oscuridad o mediante la dieta (207). Aunque no se dispone de ningln dato
que ilustre sobre cambios en la periodicidad del ritmo de la HMG-CoA re-
ductasa, posiblemente podria ser alterado por cambios artificiales en la

duracion de los periodos de luz y oscuridad (159).

1.3.3.1.- Efectos de la luz y la dieta.

En ratas alimentadas ""ad libitum" y expuestas a un patron
normal de iluminacién (12 horas de luz y 12 horas de oscuridad), la activi-
déd de la HMG-CoA reductasa de higado e intestino es mfnima durante la fa-
se luminosa y alcanza el mximo alrededor del punto medio de la fase oscu-

ra. LLa amplitud de las oscilaciones es mis pronunciada en higado que en

intestino.

La HMG-CoA reductasa de hfgado de ratbn se comporta de
forma cualitativamente parecida, aunque el maximo de actividad se da hacia

el final de la fase |uminosa,muchaé horas antes que en rata (203, 235).
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En ratas alimentadas'ad Iibitum: la fase del ritmo(osea hora
del dia en que se da la actividad m&xima) puede ser modificada ajustando el
cronometraje de los periodos luz-oscuridad (236, 169), ‘por lo que se usa
frecuentemente para facilitar la experimentacién. Otra alternativa, aunque
menos conveniente, para ajustar la fase del ritmo puede ser la manipulacibén
de la dieta tal como alimentar con comidas discretas (169). Todo esto no
puede utilizarse no obstante para afirmar que la luz u oscuridad o |la pre-
sencia o ausencia de comida son los factores causales primarios para el

ritmo diurno de la actividad reductasa.

1. 3. 3.2.- Causas del ritmo

Regulaciéon de Ia sintesis  de 13 reductasa . - EI colesterol,

las hormonas y ciertos otros factores administrados a o retirados de ratas
intactas o monos tiene efectos espectaculares ampliamente conocidos, alte-
rando rdpidamente las velocidades de colesterogénesis hepética a partir de
acetato (154). En casi todos los casos se ha podido demostrar que estos
efectos se deben a cambios en la velocidad de conversién de HMG-CoA a me-

valonato.

Inicialmente, los efectos sobre la HMG-CoA reductasa fue-
ron atribuidos a la estimulacibén o inhibicidn de su actividad catalltica. EI
hecho de que esta interpretacidon debfa revisarse fue sugerido por el descu=
bvrimiento de que los incrementos y decrementos de actividad reductasa que
caracterizan el ritmo provienen de la sintesisy degradacién de. enzima. Es-
to sugirié que varios efectores podian también actuar alterando las veloci-

dades de sfintesis y degradacién de la reductasa.
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La rapida sfintesis de la HMG-CoA reductasa fue primera-
mente vislumbrada por la capacidad de los inhibidores de la sintesis pro-
teica de bloquear el mdximo diurno de actividad reductasa y de sfntesis de
colesterol. FEI répido‘turnover de la reductasa fue pronto confirmado por
técnicas més definitivas. Higgins encontrd que mientras la actividad catall-
tica especffica de la reductasa,solubilizada y purificada,de higado de rata
permanece constante a lo largo del ciclo diurno, la incorporacion de (3H)-
leucina en la proteina (218) y los materiales precipitados por anticuerpos
anti reductasa purificada (237) aumentan y caen bruscamente,en fase con

la variacién diurna de actividad reductasa.

El incremento an la velocidad de la sfntesis de reductasa
precede al aumento en actividad en un intervalo significativo y la sintesis
répida persiste durante un cuarto de dia de 24 horas (218). Por andlisis
cinético de los datos de actividad, Dugan y cols (169) han calculado que la
velocidad de sintesis de reductasa aumenta 10 veces cuando su actividad

comienza su ascenso diurno.

El incremento diurno de la sfntesis de reductasa parece apo-
yarse en un periodo preliminar de sintesis de novo de ARN (238). La adminis-
tracidn de actinomicina D a ratas entre 5 y 9 horas antes del pico normalmen-
te observado, suprime el aumento de la actividad reductasa, El periodo re-
quér‘ido para la sintesis de ARN parece estar limitado ya que la inyeccidn
de actinomicina D,15 horas antes o después de la hora que precede al pico
diurno no suprime la actividad reductasa. Edwards y Gould (238) han obser-
vado que la actinomicina D también interfiere con la ingestidén y asimilaciéon
de alimento. Sin embargo, atribuir a la actinomicina D estos efectos no pa-

rece ser consistente con la evidencia de Dugan y cols (169) de que en las
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ratas con comidas anticipadas, el aumento de la actividad reductasa ocu-

rre incluso si se les niega la comida.

Regulacion de |a degradacion de la reductasa .- =l que la

velocidad de degradacibdn de la reductasa esté sujeta también a regulacidon

es menos evidente. La semivida aproximada del declive en actividad reduc-
tasa en ratas normales (169, 236, 206, 218) o en ratas adrenalectomizadas
(240) es de 2-4 horas, sobre el declive diurno en actividad reductasa de
hfgado de rata se ha reportado tanto que es bloqueado por cicloheximida, co-
mo que no es afectado por dicho antibidtico (236). Ademds el declive de la
actividad reductasa hepatica parece no ser afectado por actinomicina D

(238).

El declive correspondiente de actividad reductasa en higa-
do de ratdn es bloqueado por puromicina 6 actinomicina D pero no por ciclo-

heximida (235).

Mientras que algunos de estos resultados son consistentes
con la degradacién de reductasa por una proteasa 14bil, los datos cinéticos
e isotdpicos sugieren que la velocidad de degradacidn de la reductasa en
ratas no tratadas permanece esencialmente constante a lo largo del ciclo
diurno (218). Actualmente, por tanto, no se ha establecido ningln esquema

de regulacidn de la degradacibn de la reductasa.

Cambios en los horarios de iluminacién y Aalimentacién ,- E|

M . . . 4 . u
cronometraje del ciclo luz—oscuridad en ratas alimentadas ad libutum o de
las comidas en ratas con alimentacidn temporizada determina solamente la

fase del ritmo de la HMG-CoA reductasa.
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En ratas normales, el ritmo persiste bajo luz u oscuridad
r'd . . . . . .
contfnuas (241) y en ratas con alimentacibén temporizada, la actividad empie-

za a aumentar ligeramente antes del comienzo de las comidas o se anticipa

(169).

Puesto que ni el ciclo de iluminacion ni la ingestioh

de alimento disparan el ritmo, factores intrinsecos tales como cambios rit-

micos en niveles hormonales son probablemente los responsables de ello.

Efectos hormonales. - Entre las hormonas implicadas tanto en el manteni-

miento del ritmo diurno de la sintesis de reductasa como en la regulacidn
global de la sintesis de colesterol se incluyen insulina, glucagdn,hormona

tirofdica e hidrocortisona.

Antes de exponer |la evidencia existente acerca del control
hormonal del ritmo diurno de la reductasa debe tenerse en cuenta que todos
los datos representan medidas de actividad reductasa y no de concentracidn
de reductasa. Consiguientemente,no puede descartarse por el momento el po-

sible papel de las hormonas en la modulacién de la actividad.

Aunque en fases tempranas todavfa, los trabajos sobre los
efectos hormonales en la actividad reductasa progresan rdpidamente. Las
evidencias indican que la insulina y la hormona tirofdica pueden intervenir
en la cadena de eventos qgue iniciany mantienen el incremento de velocidad
de sintesis de reductasa que caracteriza la porcidn ascendente del ritmo
(242, 221,243) mientras que la hidrocortisona y el glucagdn, posiblemente
via c-AMP pueden estar involucrédas en la cadena de eventos que termina

la sintesis de reductasa.
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Hay una evidencia considerable acerca de la implicacién de
insulina en el ritmo diurno de la reductasa. En ratas normales, el nivel sé-
rico de insulina sufre una variacién diurna que coincide temporalmente con
el ritmo de la HMG-CoA reductasa (243, 221). En ratas diabéticas por strep-
totocina, el valor de la actividad reductasa es muy bajo y la variacibén en
amplitud parece ser esencialmente abolida después de 7 dfas (221). La acti-
vidad normal y amplitud son gradualmente restauradas durante un periodo de
4 dfas mediante inyeccibdn diaria de una forma de insulina de liberacion retar-
dada (221). Ya que las variaciones de los niveles de insulina,en ratas dia-
béticas tratadas con insulina,son presumiblemente diferentes de los de ratas
normales, la insulina puede actuar mas como una hormona permisiva que como un
regulador directo del ritmo. No obstante es posible que esté. implicada en la
iniciacién del ritmo, ya que una dosis grande de insulina liberable rédpidamen-
te inyectada a ratas normales o diabéticas durante el periodo bajo diurno, ele-

va r&pidamente la actividad reductasa ai pico normal diurno (242, 243).

El glucagdn puede estar también involucrado en la regulacién
del ritmo diurno de HMG-CoA reductasa: por inyeccién de glucagdén varias
horas antes del pico diurno se suprime el incremento diurno en un 50 % (244,

221, 243).

Puesto que la inyeccién de glucagbn previa o simultanea a
la de insulina,suprime el rdpido incremento de actividad observado cuando
se inyecta la insulina sola, el glucagbn puede antagonizar la respuesta de
I;3 reductasa a la insulina (244, 242). La hormona tiroidica puede requerir-
se para la expresién del ritmo diurno. La hipofisectoml'a reduce extensamen-
te la actividad reductasa y parece abolir el ritmo (240, 244, 243), y la inyec—
cibn de triyodotironina a ratas hipofisectomizadas eleva la actividad reducta-

sa a valores supranormales no sujetos a variaciones diurnas. (245)
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Otras hormonas afectadas por la hipofisectomfa (glucocor-
ticoides por ejemplo), pueden no obstante, ser responsables del control del
ritmo diurno. Puesto que alin no se han publicado datos para ratas deficien-
tes s6lo en hormona tiroidea, su papel preciso no puede deducirse por aho-

ra.

Como se ha mencionado, la administracidén de insulina a ra-
tas diabéticas eleva rdpidamente la actividad reductasa y restablece la
amplitud normal del ritmo (221). La insulina, no obstante, no eleva la acti-
vidad reductasa en ratas hipofisectomizadas (243) ni en ratas diabéticas e
hipofisectomizadas (244). Esto sugiere que la hormona tirofdica se requie-
re para el efecto de la insulina sobre la reductasa y sugiere también que
la hormonatirofdica puede requerirse para la expresién del ritmo (243). No
obstante,deben tomarse precauciones a la hora de evaluar el papel de la hor-
mona tirofdica a partir de estas experiencias ya que la velocidad de sintesis
de! colesterol puede restaurarse en ratas hipofisectomizadas mediante otros
factores diferentes de la hormona tirofdica (por ejemplo con una dieta rica

en carbohidratos, inyeccibén de hormona del crecimiento)(159).

Los resultados de experimentos de adrenalectomn‘a, aunque
conflictivos, sugieren que las hormonas adrenales estin involucradas en el
éontrol del ritmo diurno. Se ha mencionado que Ia adrenalectomia disminuye
la amplitud del ritmo de la actividad reductasa (240) y de la colesterogéne-
sis hepatica o, alternativamente,que no tienen ningln efecto sobre el ritmo

de la reductasa. (221). Estas discrepancias aparentes no estan aln resueltas.
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La adrenalectomia no permite diferencias entre los efectos
debidos a glucocorticoides y los debidos a las catecolaminas. No obstante,
la inyeccién de hormonas sf que permite esta distincién y ha proporcionado

mayor informacibén al respecto.

Aunque las catecolaminas elevan la actividad reductasa (240,
246) no existe ninguna evidencia acerca de que tenga un papel en el ritmo.
Contrariamente, los glucocorticoides pueden estar involucrados en el control
del ritmo previniendo el incremento de la actividad reductasa. La inyeccibn
de hidrocortisona a ratas normales provoca la abolicién del ritmo (221) y la
inyeccibébn de hidrocortisona bloquea ademés la elevacidn de actividad reduc-
tasa por insulinaen ratas diabéticas y por triyodotironina en ratas hipofisec-

tomizadas (244).

Se ha observado,estudiando la estructura fina del ritmo
diurno de reductasa due el maximo realmente se presenta desdoblado en dos.
El incremento de actividad de ambos picos es bloqueado po'r‘ inyeccibn de
cicloheximida de aqul que requieran presumiblemente de a_sintesis proteica
(159). Existe la posibilidad de que los niveles de una o mas hormonas impli-
cadas en el control de sintesis de reductasa (proteina)puedan estar sometidos

a cambios rftmicos de caracter bifidsico.

En hepatocitos dispersados se han observado cambios de
actividad reductasa evocadores del ritmo diurno (247). L.a actividad reduc-

tasa de los hepatocitos. aislados de ratas matadas durante el periodo luminoso
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es baja. LLa actividad se incrementa cuatro veces tras incubacién durante

3 horas, declinando entonces hasta 2.5 veces el valor inicial durante otras
6 horas. Recfprocamente la actividad reductasa en hepatocltos de ratas ma-
tadas en la mitad del periodo oscuro es inicialmente alta, decrementindose

en un 30 % después de incubarlos durante 3 horas y un 80 % en 6 horas.

Los hepatocitos aislados de ratas matadas en el maximo diur-
no deben tender a disminuir la actividad reductasa. Andlogamente, los hepa-
tocitos aislados en el nadir tienden a elevar la actividad reductasa. Estos
resultados sugieren que el ritmo en hfgado parece estar programado por

acontecimientos previos a la extraccién del hfgado. (159).
Estas preparaciones de hepatocitos dispersos pueden ofre-

cer ventajas (nicas para penetrar en el mecanismo detallado de la regula-

cién del ritmo diurno de la reductasa.

1. 3. 3. 3. - Desarrollo del ritmo diurno

Un ritmo diurno de la actividad reductasa, presente en ra-
tas lactantes durante el estadio méis temprano estudiado (6 dfas de edad) per-
siste a lo largo del desarrollo. Antes del destete el ritmo aparece invertido
de tal manera que el miximo de actividad tiene lugar en el punto medio de la
fase luminosa. Esta inversion ocurre probablemente porque las ratas maman
durante el dia,y, al menos para ratas adultas, el momento de la alimentacibn
puede determinar el momento en que se alcanza el m&ximo . La amplitud del
ritmo (2 veces) es baja en relacibén al de adultos y presenta un parecido ma-

yor con la reductasa intestinal del adultos. Poco después las ratas adoptan
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un patrdén de alimentacién adulta y el ritmo se aproxima al de adultos en
fase y amplitud. Los niveles de nadir, no obstante, son inicialmente ma-

yores (205).

Los cambios en la actividad reductasa que ocurren durante
el desarrollo son demasiado grandes para poder ser atribuidos a cambios en
la amplitud o fase del ritmo diurno. EIl cambio rftmico de 5 a 10 veces en ra-
tas adultas es minimizado por el incremento de actividad que sigue al deste-
te. En ratas destetadas 21 dias después del nacimiento, la actividad en el
nadir aumenta 70 veces desde el mediodia del dia 22 al mediodfa del dfa 24.
El incremento total de actividad desde el mediodia (nadir) hasta la media-
noche (mé&ximo) del dia 22 es mayor incluso, y representa una duplicacibén
de la actividad reductasa cada 110 minutos. Un ritmo adulto esencialmente
normal se establece entonces. Los niveles de actividad del nadir contindan
no obstante aumentado durante los dias 23 y 24 hasta que exceden de los va-
lores adultos y no descienden a los valores normales adultos hasta el dia

30 (205).

El incremento de actividad que sigue al destete parece de-
berse en parte al incremento de la sintesis de reductasa y en parte a otros
procesos. El aumento desde los niveles inferiores de lactacibén a los del
nadir adulto normal no es bloqueado por cicloheximida. Sin embargo, el pos-
terior incremento del nadir adulto normal al pico de actividad del cachorro
préximo a la media noche es bloqueado. Por tanto el aumento inicial parece
in;uplicar‘ otros procesos distintos a la sintesis, posiblemente un aligeramien-
to de la inhibiciébn de la actividad reductasa o conversibn a una forma cata-

Ifticamente més activa (159).
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Aungue la presencia de colesterol en leche maternal de ra-
ta (6 mg de colesterol por gramo de sblidos), y su ausencia en la comida de
rata puede ser un factor en las bajas actividades reductasas presentes duran-
te la lactancia y en el extraordinario incremento que sigue al destete, el co-
lesterol libre y total hepAtico permanece entre los 0 y 30 dfas en 10 % de
los niveles adultos. Ello no podria impedir, no obstante, un cambio signifi-
cativo en el contenido en colesterol en un organulo tal como el nlticleo. De
otra parte, cambios en la sfntesis de colesterol endbgeno, pueden ser su-
ficientes para mantener un nivel constante de colesterol hep&tico a despe-

cho de los cambios de entrada a través de la dieta.

Tanto Ia leche de rata como el citosol hepatico de las ratas
lactantes contienen compuestos que inhiben la actividad reductasa hepAtica
microsomal de ratas adultas medida in vitro (205). Estos inhibidores no son
dializables y son relativamente termoestables. La relacién, si existe, en-
trelosinhibidores presentes en la leche y los de hfgado. de ratas lactantes
no ha sido alin establecida. Es posible, no obstante,que el inhibidor citos6-
lico jueguealgiin papelen los cambios de Ia actividad que cataliza el patrbn
del desarrollo. Es el propio cambio en la dieta el que parece disparar el
marcado aumento de la actividad reductasa que siigue al destete en el dfa
22 (159). Si el destete es prematuro tiene lugar un aumento sustancial de

actividad reductasa antes del dfa 22.

I'd . .
Reciprocamente, si el destete es demorado por encima de

6 dfas, el incremento no ocurre (205).

En resumen, el complejo patrdon del desarrollo de la reduc-

tasa de hfgado de rata parece involucrar factores dietéticos. Ya que los
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cambios en la dieta pueden afectar los niveles hormonales, parece proba-
ble que las hormonas estén involucradas a su vez en estos cambios con res-
pecto al aumento de actividad que sigue el destete, parece refiejarse en par-
te en nueva sfntesis enzimética, y en parte, un cambio en la actividad de la

enzima (159).

1.3.4.- Modulacién de |1a HMG-CoA reductasa.

1.3.4. 1. - Regulacidén de la actividad y de |a cantidad de enzima

1.3.4.1.1. - Hormonas

Los multiples efectos hormonales descritos sobre la HMG-
CoA reductasa han sido ya expuestos con cierta extensién en el apartado
anterior. Los mecanismos mediante los que todas estas acciones se llevan
a cabo son aun desconoéidos. Estos mecanismos podrian implicar directa
y / o indirectamente tanto cambios en |a concentracién de enzima como cam-

bios de su actividad catalltica o ambas cosas a un tiempo.

Excepto la insulina, las hormonas estudiadas son también
gluconeogénicas y pueden afectar también a la movilizaciébn de Acidos grasos.
. . ¢/ .

LLos cambios en los niveles sanguineos de glucosa y otros metabolitos pueden
acarrear a su vez cambios en los niveles de otras hormonas diferentes a la

inyectada (159).
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Aunque se necesitan mAs datos para emitir un modelo plau-
sible del papel de Ias hormonas en |a regulacidén de la actividad reductasa,
la evidencia presente sugiere que las hormonas llevan a cabo, esqueméti-

camente, tres tipos de operaciones basicas.

1. - Elementos de control positivo. Factores gque originan
un incremento en la sfintesis y / o actividad catalltica de 1a reductasa.

2. - Elementos permisivos. Factores que deben estar pre-
sentes para que la sfntesis y / o activacibén tengan lugar (hormona tiroidea,
posiblemente también,insulina).

3. - Elementos de control negativo. Factores que impiden un
incremento, o bien originan un decremento de la sintesis y / o expresién de

la actividad (hidrocortisona, glucagbn).

Afadiremos finalmente que la regulacién hormonal de la ac-
tividad enzimética, via 3°-5°-AMP cfclico es un fendbmeno bién estable-
cido , Y puede' ocurrir con la HMG-CoA reductasa. La evidencia acumulada,
sin embargo, es mAs sugestiva que convincente (159). EI c-AMP afiadido a
cortes de hfgado u homogenados hace descender la velocidad de sintesis de

colesterol (248).

La inyeccién de dibutiril-c~-AMP a ratas normales también
inhibe el aumento diurno de actividad reductasa (221). La significacién fi-
siolégica de la inhibicién de |a sintesis de colesterol y de la actividad re-
ductasa por ‘c-AMP "in vitro' ha sido propuesta por Raskin (249), el cual
observd que 13 concentraciéon mfnima de c-AMP necesaria para conseguir
un efecto observable ""in vitro!" es 3 o 4 drdenes de magnitud mayor que las

fisiolbgicas.
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Estos investigadores confirman la inhibicién de actividad
reductasa de cortes de hfgado por elevadas concentraciones de c-AMP v
observadas por Beg y cols. (248), pero no observaron ninguna inhibicién
en higados perfundidos cuando la concentracidén celular de c-AMP se elevd

50 veces mediante infusidn de glucagén.
En la actualidad, la informacibén existente es insuficiente pa-
ra decidir entre uno u otro patrdén de interaccidn entre estas clases de efec-

tos que expliquen adecuadamente la reégulacion hormonal de |la reductasa.

1.3.4.1. - Esteroides

Como se dijo anteriormente, el colesterol de |a dieta puede
regular la velocidad de colesterogénesis hepatica y el sitio clave de esta
regulacidn es |a reaccidn catalizada por la reductasa. L.a inhibicién es espe-
cffica de la colesterogénesis, de tal modo que las velocidades de metaboliza-
cibn del acetato a CO2 o Acidos grasos, o las velocidades de sfntesis de pro-

teinas y ARN quedan inafectadas (140).

Muchos esteroides administrados a monos intactosvo afadi-
dos al medio de células cultivadas suprimen la actividad reductasa al menos
de forma tan eficaz como el colesterol mismo. Entre los esteroides activos
en monos intactos se encuentran: androsta-4, 6-dien-17 3-ol-3-ona, colesta-
4,6-dien-3-ona, testoterona, progesterona, colesterol, colestanoly coles-
tanona: (250). En cultivos de hepatocitos o células L, muchos esteroides
oxigenados (25-hidroxi-;20a-hidroxi—;7 d-hidroxi-; 22a-hidroxi-; 22 B-hidro-
xicolesterol o 7-ceto-y 22-cetocolesterol)son mis afectadosincluso que el

propio colesterol (251). Andlogamente, en fibroblastos humanos, once este-
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roides,particularmente los dotados de un grupo ceto o hidroxilo en posicibn
6,7 6 25, son mas potentes que el colesterol (252). Ciertos esteroides liga-
dos a alblmina afiadidos al medio de cultivo de células HTC reducen tam-
bién la actividad reductasa 2-3 veces mas eficazmente que el colesterol.
Entre estos se incluyen dos cetosteroles (coleste-4-en- 3-ona y colesta-4,
6-dien-3-ona) y dos colesteril-ésteres (colesteril-hidrogen-succinato y
colesteril-hidrogen-ftalato) Brown and Goldstein (252) concluyen que se
requiere la presencia de un oxigeno ho sustituido en posicion 3 del nucleo es

terofdico para mostrar actividad reguladora.

Mientras que el colesterol de la pureza habitualmente emplea-
da disminuye, rdpida e intensamente |la actividad reductasa de células culti-
vadas, el colesterol altamente purificado es menos efectivo (251). En culti-
vos de células L el colesterol purificado suprime la actividad reductasa tan

solo al 50 7; de io que lo hace el colesterol impuro.

En cultivos de hepatocitos primarios o establecidos, el coles-
terol purificado apenas suprime la actividad reductasa del todo. En células
cultivadas y posiblemente en animales intactos también, una fraccién signi-
ficativa de la actividad atribuidaal colesterol puede reflejar en realidad la
actividad de impurezas. Aunque las impurezas activas de los preparados de
colesterol no se han identificado aldn, varios productos de oxidacién que
incluirian algunos de los esteroides oxigenados, inhibidores citados anterior-
mente, y que se acumularfan cuando el colesterol se almacena expuesto al

aire, estarian presentes (251).
H}

Dos esteroles poderosamente inhibidores son intermediarios

del metabolismo esterofdico animal: 7a-hidroxicolesterol que es el primer
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intermediario de la formacién de Acidos biliares a partir de colesterol y
20 a-hidroxi-colesterol, primer intermediario en la produccién de hormonas

esteroides a partir de colesterol, en las glAndulas endocrinas.

La regulacibn de actividad reductasa por estos esteroides
.. . it . . ¢ .
debe ocurrir in vivo. Si ello es asf, la regulacidén de la sintesis del coles-
terol en diferentes 6rganos debe variar dependiendo de los Glitimos produc-

tos producidos (p.e. Acidos biliares,hormonas esteroides) (251).

La adicidn de un grupo hidroxilo al colesterol en posicion
7, 20, 22 6 25 aumenta la capacidad de los esteroides para suprimir la ac-
tividad reductasa, mientras que la introduccién de un tercer grupo hidro-
xilo o el acortamiento de la cadena lateral C-18 en uno o dos carbonos la

disminuye (251).

La conversidn de colesterol a un derivado méAs activo, y
la subsiguiente inactivacién por posterior metabolismo debe considerarse,
por tanto, como un mecanismo posible de Ia regulacidn esterofdica de la acti-

vidad reductasa.

La supresidén de la actividad reductasa por el colesterol de
la dieta,se Acompafia por un incremento del contenido hepético de colesterol
debido principalmente a niveles incrementados de ésteres de colesterilo. EI
contenido de ésteres de colesterilo, pero no de colesterol libre de las mem-—
branas microsomales,también resulta incrementado y la adicién de ésteres de
colesterilo al medio de cultivo de células HTC suprime la actividad reductasa
mis eficazmente que el propio colesterol. En cultivos de fibroblastos huma-

nos, la adicidén de lipoproteinas de baja densidad suprime |a actividad reduc-
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tasa e incrementa también el nivel de colesteril-ésteres (253). E!| incremen-
to de colesteril-ésteres de estos fibroblastos se correlaciona con un incre—
mento de la actividad colesterol acil-transferasa. Recfprocamente, en fi-
broblastos de pacientes con hipercolesteremia familiar homocigbtica, la
LDL. no suprime la actividad reductasa ni eleva los niveles de colesteril-es

teres (253).

Estos resultados sugieren que los niveles de colesteril -es
teres pueden estar inversamente relacionados con la actividad reductasa
No obstante, ni el colesterol hepAtico total ni los niveles de colesteril éste-
res se correlacionan en todas las circunstancias con dicha actividad y con
las velocidades de sintesis del colesterol, por ejemplo, durante el desarro-
llo de ratas joévenes (221). El posible papel regulador de los niveles intra-

celulares de colesteril-ésteres es por el momento incierto,

1.3.4. 1. 3.- Otros efectores

LLa bilis de rata contiene una proteina que inhibe la capaci-
dad que tiene |a preparacidon de higado de rata para formar colesterol a par-
tir de acetato, pero no a partir de mevalonato. LLa inferencia de que esta
protefna actia sobre la reductasa est4 apoyada por la observacién de Mc-
Namara (205) de que bilis cruda de rata inhibe la actividad reductasa micro-

somal.

En la bilis bovina se ha encontrado también una proteina in-
hibidora. Una vez purificada, muestra propiedades moleculares diferentes

a las de rata, lo que puede indicar que actllan a distintos niveles. La de bilis
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de rata tiene un peso molecular bajo (19.000), mientras que la bovina tiene
baja densidad (p = 1.024) y elevado peso molecular (sobre 2 x 106). Se tra-
ta de una lipoproteina cuya composicidn lipfdica recuerda la de las B-lipo-
proteinas séricas. No parece ser, no obstante , una lipoproteina sérica ya

que anticuerpos anti suero bovino no inactivan el inhibidor biliar bovino.

Se han descrito otros inhibidores de la reductasa aunque
tampoco se conocen los mecanismos. Entre ellos estidn los de leche
de rata y los de citosol hep4tico de ratas lactantes, con posterioridad se
han descubierto factores que inhiben la actividad reductasa en leche huma-

na y de vaca y en microsomas renales y hepaticos (254).

Hace ahora mas de una década desde que Siperstein implicd
. Vd . . .
las lipoproteinas séricas ricas encolesterol en la regulacibén de la sfinte-

sis hepitica de colesterol.

LAas lipoprotelnas ricas en colesterol de hlgado o suero afia-
didas a preparaciones libres de células no inhiben la actividad reductasa
(255). No obstante,cuando se afiaden al medio de cultivo celular lipopro-
teinas de baja densidad (LDL), lipoprotefnas de muy bajadensidad (VLLDL) o
suero completo que las contenga, la actividad reductasa se deprime marca-

damente (255, 256).

El factor inhibidor de las LDL. y VLLDL. parece ser el pro-
pio colesterol, ya que la adicién de colesterol disuelto en etanol a fibro-
blastos humanos también deprime |la actividad reductasa (255). No obstan-
teyel colesterol de las lipoproteinas de'alta densidad (HDL.), es relativa-

mente inefectivo.
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Por otra parte, suero de pacientes con abetalipoproteine~
mia no suprime |a actividad reductasa de fibroblastos humanos normales.
Este suero contiene colesterol ligado a proteinas del tipo HDL, pero care-
ce de apoproteina ﬁ, que es comln a las LLDL. y VLLDL.. Ademé&s, de las
lipoproteinas probadas, sdlo las que poseen reacciones cruzadas con anti-
cuerpos anti LDL. humano suprimen la actividad en fibroblastos humanos
(255). Asi por ejemplo la lipoproteina de yema de huevo, a pesar de su
elevado contenido en colesterol, no la suprime. Por consiguiente, la pro-
tefna a la que esti enlazado el colesterol puede modificar sustancialmente

la capacidad reguladora sobre la actividad reductasa.

L.a secuencia de acontecimientos que tiene lugar en la re-
gulacibn de la actividad reductasa en fibroblastos, incluye la unién de L DL
a la superficie de la membrana celular mediante un proceso de alta afinidad.
La cantidad de uniones de alta afinidad de LLDL y subsiguiente degradacién de
la proteina, corre paralela con la supresibénde actividad (255). Los fibroblas-
tos de individuos con hipercolesteremia familiar homocigbtica son resisten-
tes a la supresién LLDL, carecen de enlace de alta afinidad y tienen muy redu-

cida la degradacién de LDL.

Aunqgue parecen estar involucrados receptores de membrana
para LLDL., el mecanismo mediante el que |a unién de LDL origina el descen-

so de actividad no se conoce.

La unién y degradacién de LDL. debe facilitar el transporte
de colesterol hacia la célula, el cual, A su vez, puede suprimir la activi-
. / - .
dad reductasa. Por supuesto que el colesterol solo puede suprimiria en

fibroblastos. No obstante, el proceso debe ser mis complicado, ya que
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la incubacidén de fibroblastos de pacientes con hipercolesteremia familiar

con elevadas concentraciones de LDL, lleva consigo la unién y degrada-
. . . U4 . .

cién de grandes cantidades de lipoproteina mediante un proceso de baja

afinidad y sin embargo, la actividad reductasa no es suprimida (257),

1.3.4.1.4.- Estado actual del problema

A menudo los conceptos primitivos que se desarrollan en

un campo de investigacién son discordantes a la luz de posteriores hallaz-
gos. Menos frecuentemente, pero no raramente, trabajos aln més recientes
demuestran que aquellos primeros tenian después de todo, su mérito. Hace
veinte afios, la nociébn de que la regulacidon de la actividad reductasa se lHe-
vaba a cabo mediante modulacién de su actividad catalltica fue ampliamente
admitida. Siperstein, el principal defensor de este punto de vista, sugirid
que el colesterol podrifa actuar como un inhibidor alostérico de |a HMG-CoA
reductasa (106). Los numerosos intentos que se sucedieron, sin embargo,

para demostrar |a hipbtesis, fueron infructuosos.

En 1969, los cambios de actividad reductasa que caracteri-
zan su ritmo diurno se reconocieron como debidos,a su vez,a cambios de la
velocidad de sintesis de |a protefna enzimitica (218). Esto permitié a muchos
investigadores racionalizar los efectos de otros factores que se sabla cambia-

ban la actividad reductasa, como efectores de su velocidad de sintesis.

Hab{a varias observaciones, no obstante que eran diffciles
de explicar de esta manera. La cicloheximida, por ejemplo, no bloquea més

que el 50 % de la actividad reductasa que sigue al destete de las ratas
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jibvenes (221) Yy, por otra parte, los efectos iniciales de |a dieta de coles-
terol no son satisfactoriamente explicados en términos de un descenso en

la velocidad de sintesis de |la reductasa, solamente, como lo testifican
también los resultados que se exponen en esta Memoria. Existen ademés otros
varios efectos que como los incr*.ementos que siguen a la administracién de

insulina o epinefrina son’igualmente rapidos.

Hacia 1972 se empezaron a acumular de nuevo evidencias
de |a modulacidén directa de la HMG-CoA reductasa. En el momento actual,
parece que tanto la actividad como la sintesis de esta enzima estdn regula=
dos aunque los mecanismos implicados no resultan adn del todo claros.Los
nuevos hallazgos concernientes a |la interaccibn de las membranas microso-
males, asl como los recién descubiertos mecanismos de regulacidén covalen;
te, estin llamados a ocupar un papel central en la investigacién actual en
este campo. A continuacién se resumen algunos de los hechos més relevan-

tes concernientes a estos aspectos.

1. 3. 4. 2. - Regulacibén por modificacidn covalente

Cuando se incuban microsomas aislados de hfgado de rata
en presencia de ATP vy Mgz+, antes de la determinacibén, se observa un ra-
pido descenso de la actividad reductasa (195, 174, 194). Ambos aditivos son
necesarios para que se de el efecto y el EDTA lo suprime. La extraccion del
complejo Mg-ATPde los microsomastratados mediante centrifugaciones no
revierte la inactivacién (195). Los lavados de los microsomas no tratados
mediante centrifugaciones repetidas previenen la inactivaciébn Mg - ATP

dependiente. No obstante, una fraccién de citosol tanto de hfgado de rata
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(195) como de fibroblastos humanos, promueve la inactivacién Mg-ATP de
los microsomas lavados. El efecto del c-AMP es incierto, pero segln algu
nos autores (195) potenciarfa dicha inhibicién. Asimismo, el citosol contie-
ne factores capaces de reactivar la reductasa microsomal inactivada por

Mg-ATP.

Por otra parte, la HMG-CoA reductasa sufre un incremento
en su actividad cuando se preincuban a 372 los homogenados hep&ticos cru-
dos (194)o los sobrenadantes postmitocondriales (258). Esta activacidn se
bloguea mediante ¢ ~AMP més Mg-ATP (258) o fluoruro sbdico (259). Cuando
los microsomas no tratados se incuban solos no se origina ninguna activa-
cibn, pero esta es promovida por |a adicién de factores citosblicos. El tra-
tamiento de las fracciones citosblicas con tripsina, bloquea esta activacidn

(194).

Todos estos hechos ha llevado a la conclusibén de la existen-
cia de un sistema enzimatico fosforilante-defosforilante capaz de controlar
el equilibrio de dos formas interconvertibles de la HMG-CoA reductasa; una
de ellas,activa y desfosforilada,yY 12 otra inactiva y fosforilada. Recientemen-
te, los componentes de tal sistema, una HMG-CoA reductasa fosfatasa (260),

y una reductasa cinasa (184) han sido purificadas y caracterizadas.

Evidencias alin mis recientes indican que estas enzimas a
su vez podrfan poseer formas activas e inactivas interconvertible, lo que
ha llevado finalmente a Beg (184) A proponer un esquema consistente en una
cascada biclclica en que tanto la reductasa como la protein-cinasa estarfan
reguladas mediante fosforilacién-desfosforilacién. Mientras que Ia forma

activa de |a reductasa seria la desfosforilada, |aprotein-cinasa serfa més
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activa en forma fosforilada. Este sistema serfla sensible a sefales endocri-
nas y de otro tipo. Asl por ejemplo, el efecto inhibidor del c-AMP frente
a la HMG-CoA reductasa "in vitro!" podria ser el resultado de un incremen-—
to en la forma activa de la reductasa cinasa sensible al c-AMP. E| meca-
nismo mediante el que actGan la insulina y el glucagdn es atin incierto. Es-

tas sustancias podrian actuar sobre el sistema descrito, via c-AMP (184).

Por otra parte, los cambios del c-AMP intracelular pueden
alterar la actividad de la protefna inhibidora de la fosfoprotein fosfatasa
induciendo ladesfosforilacion tanto dela reductasa como de la reductasa ci-
nasa. La presencia de esta pr‘otex’na, que es capaz de ser fosforilada (for-
ma activa) mediante una protein-cinasa. c-AMP dependiente, se ha demos-
trado en perro y mlsculo esqueletal de conejo. También parece claro que
la administracidén de insulina estd asociada con la desfosforilacién de muchas
enzimas interconvertibles clave. No obstante se requieren datos adicionales

para delimitar adn el alcance de este tipo de control.Esquema 3

1.3.4.3. - Regulacidn a nivel de membrana

E! conocimiento de que los constituyentes lipfdicos de las
membranas microsomales pueden poseer un papel importante en la regula-
cidén de la HMG-CoA reductasa no se remonta més all& de cuatro o cinco
aflos, razdn por la cual, los datos acumulados son a todas luces insuficien-
tes. Reveian ya, sin embargo, que en determinados aspectos de |a regula-
cidén de esta enzima, pueden desempefiar un importante papel que ha sido

com'pletamente ignorado hasta ahora.
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Como es sabido, los dos componentes lipfdicos mAs carac-
terfsticos de los sistemas membranosos celulares son los fosfolfpidos y el
colesterol. Ambos constituyentes son capaces de modificar las actividades de
numerosas enzimas ligadas a membrana (260, 261). En el caso de |la HMG-
CoA reductasa se da la circunstancia adicional de que el colesterol es pre-

cisamente el producto final de la ruta controlada por esta enzima.

En 1976, Sabine y cols (191, 262) propusieron gue,en higado
de rata, el control feedback de la biosintesis del colesterol podrfa llevar-
se a cabo mediante cambios fisicoquimicos inducidos en la membrana micro-
somal por los ésteres de colesterol, principalmente, y que consistirian en
una alteracidén de la fluidez de dichas membranas. Es ampliamente acepta-
do que, dadas las caracterfisticas estructurales de esta molécula, su inser-
cibn en las membranas biolbdgicas lleva consigo un incremento de |a rigidez
de las misma, en especial si est4 previamente esterificada (215, 216). Fre-
cuentemente se considera que la relacién molar colesterol : fosfollpidos cons-

tituye un buen indice de la fluidez de las membranas (190).

Mitropoulos y cols (189) han mostrado recientemente que
existe un "pool! de colesterol en el microentorno de la HMG-CoA reducta-
sa, y que el tamafio de ese 'pool! influye directamente sobre |a actividad
de esta enzima y que para ellos es el mismo que actla como sustrato de la
colesterol 7 a-hidroxilasa. Estos autores opinan que el descenso de activi-
dad reductasa y el incremento de actividad hidroxilasa que sigue a una in-
yeccibn intravenosa de 4cido mevalbnico se debe a un incremento del "pool"
de colesterol del reticulo endoplasmAticoargumentando tres tipos de evidencias
diferentes. En primer lugar, que !a Km aparente de la reductasa se modifi-

ca adoptando valores proximos a los presentes en ratas alimentadas con
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dietas ricas en colesterol. En segundo lugar, que la representacion de
Arrhenius se modifica en igual sentido, hecho atribuible a la presencia

de mayor cantidad de colesterol en el entorno enzimético. Finalmente que

la radiactividad del 7 a-hidroxicolesterol formado"in vitro'a partir de 1 C-
colesterol fue menor en ratas inyectadas con MVA que en las ratas contro-
les, lo que indica una mayor dilucidén del trazador en el primer caso debida

a la presencia de mayor cantidad de colesterol en entorno.

De la posible influencia de los fosfollpidos sobre Ia actividad
reductasa, los datos de que se dispone son aln mis escasos. Suziki y cols.
(263) han comprobado en boniato, que la preincubacidn de los microsomas a
302 provoca una hidrblisis en los fosfollpidos constituyentes, y que existe
una correlacibén positiva entre la formacién de Acidos grasos debida a la
hidrblisis, y la pérdida de actividad HMG-CoA reductasa. Estos resultados
sugieren, para estos autores, que la hidrblisis de los fosfollpidos microso-
males induce la inestabilidad de |a reductasa por alteracidn de la estructu—
ra de la membrana y que ia enzima requiere fosfollpidos para su actividad.
Posteriormente, Finkel y cols (239) han presentado evidencia por vez pri-
mera de la perturbacidén de la actividad reductasa microsomal por altera-
cibn de la composiciébn de las membranas en fosfollpidos provocada por un
aminoalcohol natural. Incuban células gliales C-6 con N, N-dimetiletanola-
mina observando un descenso de hasta el 50 % de actividad reductasa y
una disminucién paralela de la sfintesis de colesterol. Este descenso puede
prevenirse por adicibén de colina al medio de cultivo. Los autores asocian
el efecto con la formacién de fosfatil-N, N-dimetiletanolamina acumulada

a expensas de fosfatidilcolina.
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No obstante, .y como ya se ha apuntado anteriormente, este
aspecto de la regulacién de la HMG-CoA reductasa es aln practicamente

desconocido.







2. PLAN DE TRABAJO
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2.-PLAN GENERAL DE TRABAJO

De acuerdo con las consideraciones expuestas en la intro-

duccion y parte tebrica de esta Memoria, las principales directrices de

trabajo

A. -

se establecieron como se indica a continuacion:

Estudio preliminar de algunas de las propiedades de la HMG-CoA
reductasa de pollo, inherentes a su condicién' de enzima ligada

a membranas microsomales.

Estudio de la evolucién diurna de la biosintesis del colesterol y
del papel que en ella desempefia la HMG-CoA reductasa en hfgado,
asa duodenal y cerebro, bajo condiciones estandarizadas durante

el desarrollo postnatal.

Establecimiento de la influencia que la suplementacion de coleste-
rol a la dieta o el ayuno poseen sobre la evolucién diurna de la ac
tividad HMG-CoA reductasa y sobre la velocidad global de la ruta

biosintética.

Estudio del efecto que los mencionados tratamientos poseen sobre
el contenido en colesterol y fosfolfpidos de las membranas micro-

somales en los tres dorganos.




-1



3.MATERIAL Y METODOS
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3.1.- MATERIAL

3.1. 1.~ Material biolbgico

Todas las experiencias que se describen han sido realiza-

das sobre ejemplares machos de Gallus domeésticus, raza Leghorn Blanca

(denom comercial: Shaver Star Cross-288), cedidos por la entidad Avigra-
na S. A. L.a determinacidén del sexo inmediatamente después de la eclosidn

corrib a cargo del personal especializado de la citada industria.

El estudio cubre las edades comprendidas entre 0 y 16 dlas.

3.1.2.- Acondicionamiento de los animales

Los animales fueron adquiridos el mismo dia de su nacimien-
to. Desde entonces y hasta el momento del sacrificio eran acondicionados
en una estancia aislada térmica y aclsticamente en cuyo interior se habla
dispuesto una baterfa de jaulas de 1 m2 de superficie base dotadas con bebe-

deros de relleno automéitico y con ‘un amplio acceso al alimento.

L.a habitacidén, carente de ventanas, se iluminaba mediante
8 tubos fluorescentes de 20 watios cada uno (philips TL 20w/55) dispuestos
lateralmente. Los animales eran sometidos a un ciclo diurno artificial de
12 horas de luz y 12 de oscuridad controlado mediante un temporizador elec-
trénico. Para mayor comodidad, este ciclo diurno artificial se hizo coinci-
dir aproximadamente con el natural corrigiendose segln el horario oficial

a lo largo del aflo. La estancia se mantuvo termostatizada entre 282 y 312,
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La climatizacidén artificial se completaba con un extractor de turbina que

renovaba el aire de modo continuo.

En tanto no se indique lo contrario, los animales fueron
alimentados "ad libitum'' con una dieta estandar para Pollitos Arranque
(Sanders A-00). Desde el primer dia los pollos eran estimulados a comer y
beber y, en lo sucesivo, cuidados por las mismas personas. L.os animales
visiblemente enfermos o con conductas anormales eran retirados inmedia-

tamente de las jaulas.

3.1.3.- Instrumentacion

Centrifugacién.- Para centrifugaciones a bajas revoluciones y que no re-

guerian control expreso de temperaturas se han venido utilizando aparatos

Piccolo (Martin Christ).

Durante las fases preparativas de suspensiones microsoma-
les se utilizd una centrifuga refrigerada, de alta velocidad, Beckman J-21B

y posteriormente una ultracentrifuga preparativa Beckman L 3-50.

La sedimentacidon de proteinas requerida durante el ensayo

enzimatico se realizd en una micrbdfuga tipo B,también Beckman.

Las centrifugaciones necesarias durante la extraccidn de

gerado MSE, modelo Mistral-6L.

. . . . L. 14 3
Espectrometria. - LLas determinaciones isotopicas de Cy H sellevaron

a cabo en un equipo de centelleo ITquido Philips Mod. PW 4510, L as deter-
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minaciones de proteinas, colesterol y fosfolfpidos se realizaron en un

aparato Spectronic-20 de la Bausch & lomb.

Termostatizacion y Gaseo .- Durante la reaccién enziméatica, la tempera-

tura se mantuvo constante mediante termostatos tipo "fuerabordas!" Tecam

Tempunit (precisién =t 0. 12C).

Las incorporaciones de acetato se llevaron a cabo en incu-

badores Gallenkamp IH-350, dotados de sistemas de agitacién.

En la determinacidn de fosfollpidos, las digestiones se rea-

lizaron en un bafio de arena de la firma Invester.

Todos los gases utilizados fueron de gran pureza y se su-

ministraron por Oximesa S. A.

Aparatos de medida auxiliar.- lL.as pesadas del material biolégico y los

reactivos para la preparacion de tampones, dietas etc, se hicieron en una
balanza SartoriusPmax = 160 g d= 0.1 g. Los restantes reactivos se pe-

saron en una balanza Mettier H20T Pmax = 160 g d= 0.01 mg.

Para la adicién de sustratos y coenzimas a los tubos de reac-
cibn, colocacién de muestras durante la cromatograffa en capa fina y otras
manipulaciones que r‘equem'an medir pequefios vollmenes con gran precisidén
se han utilizado micropipetas "Emil Works!' de enrasado automético por es-

trangulamiento (autocero High precisién).

LLas determinaciones de pH se han llevado a cabo con un

aparato Beckman expandomatic SS-2.
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Varios.- Los Ilpidos insaponificables disueltos en éter de petroleo se lle-

varon a sequedad en un Rotavapor '""R" de la firma Buchi (Suiza).

Los cortes de tejido se realizaron con un microtomo manual

C.A. Thomas Co. Filadelfia (USA) y cuchillas n2 7, 120 D.

Los tejidos se homogeneizaron en un aparato tipo "Potter!,

mecénico, de la firma MSE, con pistilo de vidrio sin esmerilar.

Para la reaccidén enziméatica se usaron tubos de polietileno

Beckman de 400 }J|, desechables y con cierre hermético.

Se emplearon también agitadores S/Invester y vibradores

Whirlimixer y Heidolph.

LLos datos experimentales se procesaron en una Programa-

dora Olivetti P-101.

3.1.4. - Reactivos

Productos radiactivos. - Todos los compuestos radiactivos que han sido

utilizados fueron suministrados por Radiochemical Centre, Amersham.

Como sustrato de la reaccibn enziméatica se utilizd 3-Hidroxi-

. 14 . . . 3
3-metil-3- C glutaril-Coenzima A, y como estandar interno DL - 2- H

mevalonolactona. Para cuantificar la recuperacién en capa fina, se requirid

. .. 4 b
asimismo acido DL.-Z—] C mevalonico.

. . 14
La incorporacidon de acetato se llevd a cabo con 1-° C
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’ - , 3 )
—-acetato sodico, utilizandose 7 (n) - H colesterol como estandar interno.

Otros reactivos. - Se han utilizado HMG-CoA (no marcado), G6P, EDTA

y DTT procedentes de lacasaSigma y G6PDH (grado 1) y NADP*de la casa
Boehringer-Mannheim Gmbh (BmG). En tanto no se indique lo contrario los
restantes reactivos utilizados procedian de las casas E. Merck. Darmstadt

y Carloc Erba.
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3.2.- METODOS

Metodolbgicamente, las experiencias que componen el pre-

sente trabajo persiguen los siguientes objetivos fundamentales:

1.- Determinacién de la actividad HMG-CoA - reductasa en la

fraccidbn microsomal de diferentes tejidos, "in vitro'.

2. - Medida de las velocidades de incorporacién de acetato ra-
diactivo a residuo insaponificable en cortes finos de los

citados tejidos.

3. - Determinacidon de colesterol total, libre y esterificado en

membranas microsomales.

4, - Determinacidn, igualmente en membranas microsomales, de
fosfolfpi"dos totales y de los cuatro presentes mayoritariamen-
te,por separado (esfingomielinas, fosfatidilcolinas, fosfati-

diletanolaminas y fosfatidilinositoles).

i

A continuacibn se describen detalladamente las técnicas

utilizadas para tales fines.

3.2. 1.~ Determinacibn de la actividad HMG-CoA - reductasa

De los diversos métodos descritos en la bibliograffa (172, 173)

los que gozan de mayor prestigio son los radiactivos.
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Dentro de ellos uno de los mas extendidos en la actualidad
es el desarroilado por Shapiro y Rodwell ( 174 ), En el presente trabajo
las determinaciones de actividad HMG-CoA - reductasa se han llevado a ca-
bo por el citado método salvo ligeras modificaciones, tal como se describe

a continuacibén.

3.2.1.1.- Fundamento del método radiactivo.

En este tipode técnicas se mide la incorporacién de radiac-
tividad del sustrato marcado con “‘C ( '4C—HMG-C0A ) en mevalonato, pro-
ducto de la reaccién. Generalmente se incluye un estandar interno de 3H -
mevalonato para permitir la correccibn por pérdidas, durante el aislamiento

ulterior del producto formado.,

Puesto que se requiere un aporte considerable de coenzima
reducido (2 moléculas de NADPH +H™* por molécula de sustrato transfor-
mado), frecuentemente se recurre a un sistema enzimético acoplado que
regenerelos equivalentes de reduccibén gastados a un ritmo adecuado. En la
técnica utilizada,este sistema regenerante esta integrado por Glucosa-6-P
Glucosa-6-P-deshidrogenasa y NADP?Y de tal manera que el coenzima oxi-
dado durante la conversién de HMG-CoA en mevalonato es reducido de nue—

vo mediante la siguiente reaccibn:
Glucosa-6-P +NADP+4—-!:6—fosfoglucono— Y -lactona + NADPH + H*t
Una vez transcurrida la reaccidn, las mezclas. son acidifi-

cadas con un doble objeto: inactivar la reductasa y convertir el 4cido mevalb-

nico en su ¥ -lactona, de polaridad sensiblemente menor a la del sustrato
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(HMG-Co0A) vy sus hidrolizados, de los que puede ser entonces separada
e . . 3
por una técnica cromatografica. Posteriormente, las S - H - mevalono-
14 e s '
lactona ys— C mevalonolactona pueden ser detectadas cuantitativamente

y por separado, mediante espectr‘oscopfa de centelleo ITquido.

3.2.1.2.- Técnica

Que la HMG-CoA-reductasa es una enzima |fgada a membra-
nas microsomales es un hecho ampliamente apoyado por la evidencia experi_
mental de que se dispone ( 159 ). Por consiguiente, y como paso previo
al plateamiento de la reaccidn es necesario separar las fracciébn microso-
mal de los tejidos a ensayar, cosa que puede hacerse mediante un equema
adecuado de centrifugacién diferencial. Una vez obtenida la suspension,
puede llevarse a cabo la reaccién enziméatica. Posteriormente, las activi-
dades lenzimiticas se evaluan de modo cuantitativo. Veamos por separado cada

una de estas tres etapas.

3.2.1.2.1.- Aislamiento de microsomas

Se ha seguido el procedimiento descrito por Dugan y col.
(169) con ligeras modifi;aciones procediendose de la siguiente manera:
1.- Los animales se sacrifican por decapitacidén a la hora adecuada, extra-
yédoseles rapidamente el 6rgano u érganos problema. Caso de tratarse .’
del hfgado se han de tomar precauciones para no arrastrar consigo ni rom-
per la vesfcula biliar. En el caso del tubo digestivo se tomb fundamental-

mente el asa duodenal.
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2.- Una vez secos y pesados, los fragmentos de tejido se resuspenden en
un tampdn fosfato potasico 50 mM pH = 7,4 que es ademas, 30 mM en EDTA,
250 MM en CiINay 1.0mM en DTT* en pr‘opor‘ciones' peso-tejido/vol. -

tampon : 1/3. El compuesto se mantiene en bafio agua-hielo.

3.- A continuacién se homogeneiza en un Potter mecanico, utilizando pis-
tilos de vidrio sin esmerilar. Desde el comienzo de esta operacibén, y en
lo sucesivo, es fundamental que el recipiente que contiene la muestra
permanezca sumergido en un bafio agua-hielo para evitar que las modifica-
ciones térmicas ambientales introduzcan variaciones no controladas de

actividad.

4. - Los homogenados se someten a una primera centrifugacién de 5000 x g.
durante 15 min. a 42C, de la que se desecha el sedimento, recuperandose
el sobrenadante. Este primer paso tiene por objeto desprenderse de los

restos celulares groseros, fragmentos sin triturar, etc.

5. - Los sobrenadantes procedentes de la etapa anterior se someten a una
nueva centrifugacién ( 15000 x g; durante 15 min, a 42C), durante la cual

sedimentan mitocondrias, |isosomas y particulas relacionadas.

* Dado que el EDTA basifica considerablemente el medio, pa-
ra realizar el tampbén disolver previamente el EDTA, CiNa y DTT en un vo-
lumen adecuado de KH2 F’O4 50 mM hasta conseguir un pH = 7,4 y enrasar
luego con tampdn fosfato potasico 50 mM pH = 7. 4 hasta el volumen necesa-

rio para obtener las concentraciones adecuadas de cada uno de los tres

componentes.
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6. - Finalmente, los sobrenadantes de 15000 x g se centrifugan a 105000 x g
-durante 60 min (42C), sedimentando la denominada fraccién microsomal in-
tegrada fundamentalmente por ribosomas y fragmentos de reticulo endoplas-

mético. liso y rugoso y aparato de Golgi.

7. - Una vez desechado el sobrenadante, este Gitimo sedimento es removido
y resuspendido en un volumen apropiado (generalmente 1 ml) del mismo tam-

pbén utilizado durante la extraccibn.

8. - Las suspensiones microsomales asl obtenidas se conservan a 42C hasta

el momento de la reaccién (Esquema 1)

9. - LLa concentracidon proteica de las suspensiones microsomales se deter-
mind mediante el método de Lowry y col. (175 ) basado en la asociacién
de las reacciones de Biuret (reaccién de enlaces peptldicos) y de Folin

{reactivo de la tirosina).

3.2.1.2.2.- Reaccibdn enziméatica

La reproduccidn "in vitro" de la reaccidn catalizada por la
HMG-CoA -reductasa requiere que se adicionen a los extractos cantidades
convenientes: de sustrato y coenzima (o mejor aln, sistema regenerante
- ver apdo. 3.2.1.1.). En el presente trabajo, la mezcla de reaccién con-

tiene, para un volumen final de 150 pil.

i

a.- 100 ,JI de suspensién de microsomas previamente dilui-
da en tampdn de extraccibén hasta 2 a 4 mg/m! de proteinas

b.- 25 /Jl de una mezcta (sistema regenerante) que en ese

volumen contiene 4.5 umoles de G6P; 0.3 U. 1. de G6P-
DH y 450 nmoles de NADP} (Se trata del mismo tampdn
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de extraccibén al que se han afladido los citados com-
ponentes de tal modo que sea 18 mM en NADF’,"' 180 mM
en G6P y con 12000 V.l. de G6PDH por litro). La

mezcla se preparaba extemporaneamente.

c.- 25 }.ﬂ de una disolucién de HMG-CoA vy 14C -HMG-CoA
en las proporciones adecuadas para que el citado vo-
lumen contuviese 50 nmoles de sustrato de radiactivi-
dad especifica comprendida entre 2000 y 5500 dpm/nmol.
Como disolvente se utilizdé tampdn fosfato potasico
50 mM, pH = 5.8 (La disolucién se conservaba conge-
lada a -20°C).

A menos que se indique lo contrario, el procedimiento se-

guido es el siguiente:

1.- Los 100,u| de suspensidn microsomal se introducen en tubos desecha-
bles de polietileno de 400 ui de capacidad (tipo Beckman-B), provistos de

tampbdn, y se preincuban a 372C durante 5 min.

2.~ La reaccidn se inicia por adicién de sustrato marcado (25 /ul) y del sis-
tema regenerante (25 /ul), en este orden. Una vez cerrados los tubos, se

agitan suavemente y se incuban a 372C durante 30 min.

3.- Transcurrido este tiempo la reaccibn se detiene con 25 /ul de CIH 10N

que a su vez acidifica el medio induciendo la lactonizacién del mevalonato

formado.

4, - Asimismo, al terminar la reaccidén, se afiaden 25 }Jl de una solucidn
‘ 3 .
tamponada de mevalonolactona y H -mevalonolactona tal que el volumen

citado (25 i} contenga 0.78 mg de lactona y entre 40000 y 160000 dpm.
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y que constituye el estandar interno mediante el que pueden cuantificarse

las pérdidas acumuladas durante la manipulacién posterior. Por otra parte

actuara de portador facilitando el desarrollo en capa fina de las pequefas
. 14 .y ..

cantidades de C - mevalonolactona procedentes de la reaccidén enzima-

. 3

tica.L.a mevalonolactona y la ~H -mevalonolactona se conservan en solu-

ciones bencénicas o toluénicas a -=20°C. Para su utilizacién, se evaporan

extemporaneamente en corriente de N_Y se resuspenden en tampbn de extractibn.

2

5. - Una vez detenida la reaccion, la mezcla (cuyo volumen es ahora de
ZOOIJI) se mantiene otros 30 min a 37°2C para facilitar la completa lactoni-

zacibén del mevalonato formado enzimé&ticamente.

6. - Seguidamente los tubos se centrifugan durante 1 min a 10. 000 x g (mi-
crofuga Beckman-B), con el fin de sedimentar las proteinas y se conservan

refrigerados hasta el momento de la cromatograffa en capa fina.

3.2.1.2.3.- Aislamiento y medida del producto de reaccidn

La MVA lactona puede ser ficilmente separada del HMG-CoA
y de sus productos de hidrblisis mediante cromatograffa en capa fina. Para

ello se ha procedido de ia siguiente manera.

1. - Sobre un extensor Shandon Unoplan se colocan placas de vidrio de

5 x 20 cm y se desengrasa con acetona.

Por otra parte, 50 g de Silicagel G (tipo 60; Merck) se
llevan a 100 ml con agua destilada. La suspenibén se agita vigorosamente
durante 1.5 min. El contenido se vierte entonces sobre el dispositivo dis—

tribuidor (ajustado para un espesor aproximado de 0,4 mm) y se extiende
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uniformemente sobre las placas.

El silicagel se deja secar completamente al aire y se activa

luego a 1102C durante 60 min como mfnimo.

Una vez activadas de esta forma, las placas se guardan en

campana de desecacidén hasta el momento de utilizarlas.

2. - Sobre las placas activadas, y a unos 2 cm del borde, se aplican 100 il
de cada uno de los sobrenadantes con ayuda de micropipetas, secando con ca

lor suave.

Inmediatamente después se desarrollan en un sistema bence-
no: acetona (1:1). Previamente las campanas, rodeadas internamente con
pape! de filtro, se han mantenido cerradas durante al menos 60 min , para

conseguir una saturacidn completa.
El recorrido del frente se prefijé en unos 17 cm.

3.- El revelado puede hacerse con vapores de iodo. No obstante, las pla-
cas destinadas a centelleo ITquido no se revelan habitualmente, puesto que
la eficacia de contaje desciende considerablemente, alin después de subli-

mado el iodo.

Por el contrario y durante la puesta a punto de la técnica
pudo comprobarse que la mayor parte de la MVA- lactona se encuentra en
l.';a zona de Rf comprendida entre 0.38 y 0. 70. Esta zona era raspada sis-
tematicamente (sin necesidad de revelar) y depositada en los viales de cen-

telleo,
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4, - Sobre ellos se afiade 10'ml de Ifquido de centelleo, agitando vigorosa-
mente durante 15 seg y se guardan refrigerados y protegidos de la luz hasta

el momento de contaje.

El ITquido de centelieo utilizado se prepara disolviendo 7 g
de PPO; 0.3 g de dimetil-POPOP y 100 g de naftaleno en un litro dioxano,
dejando reposar durante varias horas y agitando después hasta la disolu-
cibn total. (se conserva en frasco color topacio. Su duracibén no debe sobre-

pasar las 2-3 semanas).

5. - Ademas del conjunto de viales problema, cada experiencia constaba
3 : o
de dos viales con 25 ,.l' de la snlucién de ~H-MVA lactona que se afadian

al. detener la reaccidn.:

. . . 14 .
A cada vial se adiciona una cantidad de @ C -MVA con radioac-
tividad de 3 a 6 veces menor. Este vial, que se hace cada vez duplicado,

constituye el patron de tritio.

6.~ CaAlculos : La actividad especifica del enzima se calcula en cada caso

a partir de la expresién siguiente:

3
DPM H p x DPM ]4C m

DPM 3Hm X Re x P x T
donde es;:

Ae = Actividad especifica de la HMG-CoA -reductasa expresada en pmoles
. —-1 . =1
X min x mg Proteina .

3 ) .
DPM 3‘H p = densitegraciones por min de H contenido en el patron

DPM 3H m

DPM 14C m

. . . 3 .
desintegraciones por min del H contenido en la muestra

i

f

. . 14 \
desintegraciones por min del C contenido en fa muestra
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Re = Radiactividad especffica del HMG-CoA en DPM / nmol
P = mg de proteinas presentes en la muestra

T = tiempo de incubacidén en min.

Las suspensiones microsomales procedian de fragmentos

mezclados de tejido de cinco animales diferentes.

L.os resultados se expresan como valores medios de 2 a 3
experiencias en cada una de las cuales se hicieron cuatro determinaciones

como mfnimo, y se acompafian del error estandar de la media.

3. 2. 2- Incorporacibén de acetato a IIpidos insaponificables

3.2.2.1.- Fundamento

Uno dé los procedimientos clasicos utilizados para evaluar
la ruta biosintética de colesterol a partir de acetato consiste en incubar
1- ‘40 -acetato 6 2—140 —acetato con preparaciones adecuadas y medir
luego la velocidad de incorporacidn de radiactividad a |fpidos insaponifica-

bles constituidos principalimente por colesterol y otros esteroles, hidrocar-

buros y alcoholes de cadena larga.

, Para llevar a cabo este tipo de incorporaciones puede inyec-
tarse el acetato marcado al animal vivo, intraperitonealmente. Puede, por

el contrario, incubarse con cortes finos de tejido en un medio fisiolbgico
adecuado. Asfmismo, el sustrato radiéctivo puede adicionarse a homogenados

de 6rganos junto con los cofactores necesarios para cada etapa.
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De todos estos procedimientos se ha preferido utilizar cor-
tes finos de tejido por cuanto que respetindose alin la compartimentacibn
celular, no presenta los inconvenientes asociados a trabajar con anima-
les intactos (estres, dilucibén excesiva del marcador, interacciones entre

brganos, etc).

3.2.2.2.~ Técnica.

La técnica seguida puede considerarse integrada por las
siguientes etapas secuenciales:

-~ obtencidn e incubacidén de los cortes de tejido

- extraccibn de Ifpidos insaponificables.

~ deteccidn y medida de los productos de reaccidon

A continuacién y por separado se describen, cada una de ellas.

3.2.2.2.1.- Obtencidn e incubacibén de los cortes de tejido

1.- Una vez sacrificados los animales por decapitacién, se procede con
toda rapidez a la extraccién de los 6rganos y a su colocacién en un me-
dio tamponado y refrigerado a 42C. Una vez limpios, en el caso del higa-
do, se hicieron cortes de unos 0.2 mm de espesor aproximadamente, con
ayuda de un microtomo manual. Cuando se trataba del tubo digestivo se
incubaban fragmentos intactos del asa duodenal, por considerar que la ma-
yor parte de la actividad procede de la delgada mucosa que recubre la luz

del tubo.
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2. - El tampdn utilizado es un medio de Krebs-Ringer bicarbonato pH=7.4
de composicién: 0. 154 M en cloruro sbdico,0. 154 M en cloruro potasico

0. 154 M en fosfato monopotéasico,0. 154 M en sulfato magnésico,o. 11 M en clo-
ruro potésico,O; 154 M en fosfato monopotéasico,0. 154 en sulfato magnésico,
0.11 M en cloruro calcico y 0. 154 M en Bicarbonato sbdico. La mezcla se
realiza extemporaneamente a partir de soluciones madres de cada una de

las sales segln el siguiente protocolo:

100 ml de una solucién de CINa de 0.9 g/100 ml
4 ml de una solucién de CIK de 1.15 g/ 100 mi
1 ml de una solucién de PO, H_K de 2.11g/ 100 ml

4 2

1 ml de una solucién de SO,Mg. 7H,o0 de 3.82 g/100 m|
3 ml de una solucibén de Cl,Ca de 1.22g /100 mi

21 ml de una solucién de CO3HNa de 1.30g / 100 ml

Para estas proporciones, el pH que se obtiene es el indica-

do (pH = 7. 4).

3. - En tanto no se indique lo contrario, la incubacibén se llevé a cabo en ma-
traces tipo Warburg (con tubuladura lateral) de 25 ml| de capacidad, cada

uno de los cuales contenia lo siguiente:

-~ 3 ml de tampdn Krebs-Ringer bicarbonato

—- un peso adecuado de cortes de tejido (entre 50 y 200 mg)
procedentes de 5 pollos diferentes.

- 2.5 MCi de (1—140) acetato procedentes de una solucibn
acuosa de 50 uCi/ml y 0.87 Pmoles/ml,que habitualmente se conserva

a -20°cC.
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4.~ L.os componentes se adicionan en el orden indicadotraslo cual los ma-
traces se alojan en un incubador metabdlico termostatizado a 372C y pro-
visto de un movimiento de vaiven ajustado a 65 r.p.m. Durante el transcur-
so de la incubacibén (generalmente de 1 a 2 horas) los matraces se gasean
continuamente con una mezcla de carbbégeno (95% de Oxigeno y 5% de anhi-

drido carbbdnico).

5.~ L.a incorporacibn se detiene por adicién de 20 ml de potasa etanblica
preparada extemporaneamente a partir de 1.25 m! de una solucibn de KOH
al 90 % y 20 ml de etanol! al 709, . As'mismo, a cada matraz se afadibé una
cantidad conocida de 3H -colesterol equivalente en d.p.m a unas 3 a 6
veces las d. p.m. esperadas de MC, con objeto de cuantificar las pérdi-
das acumuladas durante la extraccibén posterior. Constituye, pues el es-

tandar interno.

3.2.2.2.2.- Extraccibén de Ifpidos insaponificables

1.- La saponificacibébn puede llevarse a cabo calentando la mezcla conteni-
da en cada matraz a unos 702C, en reflujo y durante 4 horas, o bién dejan-
do actuar la potasa alcohblica durante, al menos, 12 horas a temperatura

ambiente.
En general, se utilizd este Gltimo procedimiento.
2.~ Posteriormente se realizan tres extracciones consecutivas con 25 ml

de eter de petroleo cada vez. Las fases orgénicas, que contienen los Il-

pidos insaponificables, se reunen y se lavan tres veces con agua destilada,

tras lo cual se dejan reposar 30 min, como mfnimo, con unos 15 g de sul-
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fato sddico anhidro para conseguir una deshidratacién total.

3.- La sal se elimina luego mediante filtracidn en placa porosa, recogien-

dose la fase organica en un matraz esférico de boca esmerilada.

El contenido del matraz se Ileva a sequedad en rotavapor redi
solviéndose el residuo seco en un volumen considerablemente menor de éfer*
etilico (6 a 8 ml) y se tranfiere a un vial. Este nuevo disolvente se evapo-
ra con calor suave, afiadiéndose 1 mi de cloroformo del que se toman 2

alfcuotas en sendos viales de centelleo.

Estas allcuotas son evaporadas de nuevo sobre una supenrfi-
cie seca a 60°2C y sobre el residuo se adicionnan finalmente 10 ml de ITqui-

do de centelleo.

3.2.2.2.3. - Deteccidn y medida de los productos de reaccidén

. . T . 14 3
1.- La determinacién de radiactividad debida a Cya H, presente en
los viales, se lleva a cabo, como en el caso de la HMG-CoA -reductasa,

mediante espectroscopia de centelleo ITquido.

2. - El Ifquido de centelleo, en este caso, consiste en una disolucién de
2g/l de PPO y 0.02 g/I de POPOP en una mezcla de tolueno: metanol 1: 1
(viv).

| €u duracidén es de 2 a 3 semanas Yy se conserva a temperatu-

ra ambiente, protegido de la luz.

~ . . - L d -
Una vez afiadido a los viales se agitan enérgicamente duran-

te 10-15 segundos y se guardan refrigerados y en oscuridad hasta su contaje.
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3. - Ademas de los viales problema, cada experiencia consta de un vial du-
. . . . 3 .
plicado que contiene igual cantidad de “H -colesterol que el anadido a las

; . " 3
muestras, y que constituye el patrdon de H.

. . . ., 4 .
4.~ Calculos. - LLa velocidad de incorporacibn de l—1 C -acetato a Ifpi-

dos insaponificables se calcula a partir de la siguiente férmula:

4
oPM '“c m x DPM JHp

V = 3
DPM Hm x Re x T x M x V

donde es:
V= )umoles de acetato incorporado, por hora y por gramo
de tejido.
DPM 140 m = desintegraciones por minuto debidos al ]4C
contenido en la muestra.
DPM 3H m = desintegraciones por minuto debidas al 3H con-
tenido en la muestra
DPM 3H p = desintegraciones por minuto debidas al 3H con-
tenido en el patrdén de 3H.
Re = Radiactividad especlfica del I—lac -acetato en DPM /
/umoles.
T = tiempo de incubacidén en horas
M = Peso de tejido por muestra en gramos

\/ = fraccibén de la solucidn cloroféormica final destinada a

centelleo (ml).

Los fragmentos de tejido de cada incubacibén eran mezcla de
cinco animales. L.os resultados se expresan como media aritmética de, al

menos, cuatro determinaciones T el error estandar de la media.
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3.2.3.- Determinacién de colesterol microsomal,

3. 2. 3. 1. - Fundamento

El método seguido, descrito por Carr (176) y Martenson
(177 ), es una modificacibén de la clasica reaccién de Lieberman-Burchard
en que el colesterol y otros compuestos estructuralmente muy relaciona-
dos, tras sufrir deshidrataciones, condensaciones e isomerizaciones ori-
ginan finalmente especies coloreadas con maximos de absorcibén hacia los
625 nm. que pueden evaluarse, cuantitativamente, en un espectrofotdometro

frente a una curva patrén.

Como es sabido, el colesterol puede encontrarse libre o es-
. pe - I'4
terificado. Ambas formas pueden separarse mediante cromatografia en ca-
pa fina, en un sistema adecuado, y determinarse luego por separado. Tal

es el procedimiento seguido en el presente trabajo..

3.2.3.2.- Técnica

Las determinaciones se han llevado a cabo sobre suspensio-

nes microsomales obtenidas del modo descrito en el apartado 3.2.1.2.1.

Un requerimiento previo al analisis cuantitativo de coleste-
rol es extraer los |fpidos totales de la suspensidén. Del extracto lipfdico
puede por una parte, analizarse el total, y por la otra, y tras separacion

cromatografica, el libre y esterificado.
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Cada una de estas etapas se describe a continuacibn.

3.2.3.2.1.- Extraccidén de |lpidos

Para extraer los Ifpidos totales se ha seguido la técnica de

Santiago y col. (178).

1. - Alicuotas de la suspensibn microsomal con 1-2 mg/ml de proteinas son
tratados con volUmenes iguales de acido perclbrico 0.6 N, agitidndose y cen-
trifugandose a 1.000 x g durante 15 min y baja temperatura {(02-4°C). De

este modo sedimentan |fpidos y proteinas.

2.- Una vez desechado el sobrenadante, los Ifpidos del sedimento se extraen
por adicién de 1ml de una mezcla cloroformo:metanol:acido clorhidrico

(200: 100 :1), removiendo la suspensidn sucesivas veces durante 30 min. A
continuacidon se adicionan 3 ml de CIH 0.1 N y se centrifugan a 1.000 x g

durante 25 min.

3. - En el centrifugado pueden distinguirse tres fases:
- una superior, acuosa
- otra inferior, organica
- una pelfcula que ocupa la interfase y que esta constituida

por proteinas desnaturalizadas y precipitadas.

De ellas, |la fase acuosa se elimina succionando con una pipe-
ta Pasteur provista de una perilla de goma. En cuanto a la fase cloroférmica
se separa de la pelicula proteica por decantacién cuidadosa a un segyndo

tubo de boca esmerilada.
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L.as proteinas, que quedan adheridas a las paredes del tubo
de centrfifuga tras la decantacidon de la fase cloroférmica, son sometidas

a una nueva extraccidn con la mezcla cloroformo; metanol dcido clorhfdrico

4. - Ambas fases clorofébrmicas reunidas se evaporan bajo corriente de ni-
trbgeno. Seguidamente, los Ifpidos totales se redisuelven en un volumen

adecuado de cloroformo.

3.2.3.2.2. - Determinacién de colestero! total

1.- Para proceder a la determinacién colorimétrica de colesterol se nece-
sita preparar una curva patrbon. Esto se hizo a partir de una solucidon clo-
roférmica de colesterol de 1 mg / ml. Alicuotas de 25,50 y IOOIuI de esta
solucibn, asl como volUmenes adecuados (en general, 100 ul) de los extrac-
tos lipfdicos obtenidos seglin el apartado anterior son llevados a sequedad
en corriente de nitrbgeno y resuspendidos después en 100 ml de cloroformo,

agitando suavemente y verificando su total disolucibn.

2.~ A cada uno de los tubos se adicionan seguidamente 3 ml de una mezcla
anhidrido acético: acido sulflrico (10:1) preparado extemporaneamente por
adicidn lenta del Acido sobre el anhidrido enfriado a 42C. (es necesario que

la mezcla esté exenta de color).

3. - Los tubos se agitan, y se disponen en un bafio a 252C donde permane-
cen de 10 a 15 min. antes de ser medidos en un espectrofotébmetro a 625 nm.

frente a un blanco de cloroformo tratado de igual manera.
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4. - Calculos. - La concentracibén de colesterol total se ha estimado segln:

DOt X a x V

donde:
Ct = pmgr de colesterol por mg de proteina

DOt = absorbancia debida al colesterol total

a = pendiente de la recta de regresién obtenida para la
curva patrdn por minimos cuadrados en pgr‘/ u.b.o.

V., = Volumen de extracto lipfdico obtenido en ml

V = Volumen de la alfcuota de extracto lipfdico utilfizado
para la colorimetria (ml)

V. = Alfcuota de la suspensidn microsomal de la que se par-
te (ml)

P = Concentracibén de proteinas de la suspensibén microso-

mal en mg/ml.

3.2.3.2. 3.~ Determinacidon de colesterol libre y esterificado

1.- LLa separacidén de! colesterol libre de sus ésteres se Ilevd a cabo me-
diante cromatografia de Ifpidos neutros en capa fina de silicagel G (tipo 60,

Merck), en un sistema cloroformo: benceno (3:2), segln la técnica de Coro-

minas y col (179).

Se utilizaron para ello placas de vidrio de 20 x 20, prepara-
das y activadas segiin se describe en el apartado 3. 2. 1.2.3. colocandose

100 ul de cada muestra a unos 2 cm del borde e introduciéndose, una vez
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secas, en una campana saturada de Ifquido de desarrollo desde unas cua-

tro horas antes. E! recorrido se prefijé en unos 17 cm.

2. - El revelado se realizd con vapores de iodo. El iodo se adsorbe rever-
siblemente sobre las manchas de compuestos insaturados, dandoles colora-

cibn parda.

Mediante esta técnica se visualizan claramente los siguien-

tes grupos de Ifpidos:

Fosfollpidos (Rf = 0, 00)

Acidos grasos libres (Rf = 0.05)
Colesterol libre (Rf = 0.11)
Triglicéridos (Rf = 0. 50)

Esteres de colesteroi (Rf = 0.67)

3.- Las manchas correspondientes al colesterol libre y esterificado fue-
ron marcadas con un punzbén y, después de sublimarse de nuevo el iodo por
introduccidén de las placas en una estufa a 110°C , Se rasparon, depositan-

doselas en sendos tubos de ensayo.

Acto seguido se extraen ambos del silicagel, agitando ener-
gicamente con 3 ml de una mezcla etanol: acetona: éteb, en proporciones
( 1: 1: 1) y centrifugando durante 15 min a 1.'000 x g. La extraccién se re-

pite dos veces.

Los sobrenadantes, una vez reunidos, se llevan a sequedad
bajo corriente de nitrogeno. Luego se resuspenden en cloroformo y se de-

terminan siguiendo el protocolo descrito anteriormente (apartado 3. 2. 3.2.2.)
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rd . - -
4, -~ Calculos. - LLas concentraciones microsomales de colesterol libre y

esterificado, asf como sus porcentajes relativos, se han calculado a par-

tir de;

donde es:

_ L L c, - E L
P
VP X x Vi VP x P x Vi
€. x 100 Cg x 100
% CL.= % CE =
CL 4+ CE CL + CE

CL = Mg de colesterol libre por mg de proteinas microso-

males

CE = /Jg de colesterol esterificado por mg de proteinas micro-

somales.
%CL = porcentaje de colesterol libre
%CE = porcentaje de colesterol esterificado
DOL. = absorbancia debida al colesterol libre

DOE = absorbancia debida al colesterol esterificado

a = Pendiente de la recta de regresidn obtenida para la cur-
va patrdn por mfnimos cuadrados en /Jg/ u.D.o.

VL = \Volumen de extracto Ifpidico obtenido (ml).

VP = \Volumen de extracto lipfdico cromatografiado (ml)

Vi = Alfcuota de la suspensibén microsomal de la que se parte

(ml)
P = Concentracidén de proteinas de la suspensién microsomal

en mg/ml.
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Los extractos lipldicos se han obtenido por mezcla de te-
jidos de cinco pollos. Las desviaciones encontradas sobre los valores

medios fueron inferiores, en todos los casos, al 5 %

3.2.4. - Determinacidén de fosfollpidos microsomales

3.2.4.1.- Fundamento

Por lo general, este tipo de técnicas consisten en efectuar
primeramente una fosforilisis &cida y determinar luego fosfatos mediante
una reaccibén coloreada, cuantitativa, con acido molfbdico. El 4cido mollb-
dico pasa a fosfomolfbdico el cual se reduce selectivamente en presencia de
acido 1-amino-~2-naftol-3-sulfébnico dando un compuesto de color azul inten-

so con un maximo de absorcién a 830 nm.

30 20 4. 20 - Técnica

En el presente trabajo se ha seguido el método de Fiske y
Subbarow (180), modificado por Bartlett(181), partiéndose de los extrac-

tos obtenidos seglin se describid en el apartado 3. 2. 3.2.1.

L.a separaciébn de los fosfolfpidos mayoritarios se llevd a
cabo por cromatograffa en capa fina seglin la técnica descrita por Vitiello

y Zanetta ( 182 ).
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3.2.4.2.1.- Determinacidén de fosfollpidos totales

1. - Para poder extrapolar las concentraciones a partir de las densidades
bpticas de las muestras, se utiliza una solucién patrdén de fosfato disbddico

equivalente a 10 §'/ ml de fésforo.

2. - En sendos tubos graduados de 10 m! lavados con detergente especial
exento de fosfatos, se afladen allcuotas de extracto lipldico del orden de
25 - 50 ul, y asimismo vollmenes de 0.15; 0.3y 0.6 ml de la solucién

patrbén.

A todos estos tubos se adiciona 1.2 ml de 4cido perclérico
al 70 % y dos gotas de molfbdato ambnico al 5 %, completandose con agua
bidestilada hasta 2 ml.Se agitan manualmente con suavidad y se colocan en

un bafio de arena tapados con bolas de cristal.

3. - L.a digestidon se lleva a cabo dejando subir la temperatura hasta 180°C
donde se mantienen unos 30 min hasta que el color haya desaparecido com-

pletamente.

Se dejan entonces enfriar lentamente y se afladen 0.4 m! de
molibdato amdnico al 5 % en sulfrico 2M y 0.4 ml de reactivo de Fiske y
Subbarow (2g/ | de 1-amino-2-naftol-3-sulfénico; 120 g /I de metabisulfito
sédico‘y 12 g de sufito sbdicoanhidro disueltos en agua bidestilada. Calen-
tar 1 min al baﬁo}mar‘fa para su perfecta disolucibén). Finalmente se comple-
tan hasta 10 ml de agua bidestilada, se agitan y se colocan en un bafo marfa
a iOOQC durante 15 min aps;r‘eciendo coloracidén azul. Una vez 'f-r*ios, se leen

a 830 nm frente a un blanco de agua bidestilada tratada de igual forma.
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4. - Calculos. - L.a concentracibn de fésforo lipfdico se calcula por la

siguiente féormula:

en que:

PT = Concentracibén de fébsforo lipldico total en ugr por mg
de proteinas microsomales

DOP = Absorbancia debida al fésforo total

a =‘Pendiente de la recta de regresidén calculada para la cur-

va patrén por minimos cuadrados en Mg / U.D. 0.

VI_ = Volumen, en ml, de extracto lipidico obtenido inicial-
mente.

Vp = Volumen de extracto lipldico utilizado para la colorime-
trfa en ml.

Vi = Alfcuota de la suspensidn microsomal de la que se parte

Aml)

P = Concentracibén de proteinas de la suspensién microso-

somal enpug / ml.

3.2.4.2.1.~ Determinacibdn cuantitativa de fosfollpidos mayoritarios

1.~ L.a separacibn de los cuatro grupos mayoritarios de fosfollpidos pre-

sentes en membranas microsomales de diversos tejidos de polio, esfingo-

mielinas, fosfatidilcolinas, fosfatidilinositoles y fosfatidiletanolaminas, se

llevd a cabo mediante cromatograffa en capa fina utilizandose placas de

vidrio de 20 x 20, extendidas y activadas segln el partado 3. 2.1.2.3.
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2.- 50 /Jl de cada una de las muestras de extractos lipldicos se colocan
a unos 2 cm del borde, y, una vez secos, se desarrollan en un sistema
acetato de etilo: n-propanol: cloroformo: metanol: solucién acuosa de

cloruro potasico al 25 % en proporciones 25: 25: 25: 10: 9.

Las campanas cromatograficas han de saturarse del ITquido
de desarrollo durante, al menos 18 horas. El recorrido se prefijé en unos

17 cm.

3. - Acabado el proceso, las placas se secan con aire caliente y se reve-
lan con iodo. Esta técnica permite distinguir claramente los siguientes
grupos:

Esfingomielinas (Rf = 0.07)

Fosfatidilcolinas (Rf = 0. 13)

Fosfatidilinositoles (Rf = 0. 21)

Fosfatidiletanolaminas (Rf = 0. 37)

Sulfatidos (Rf = 0. 55)

Lipidos neutros (Rf = 0.87)

L.as manchas correspondientes a los cuatros primeros se
marcan y el iodo es eliminado entonces por calentamiento en estufa a

1102C.

4. - Las zonas marcadas se raspan con cuchillas y se introducen en tubos

graduados de 10 ml con objeto de llevar a cabo la digestién de &cido perclb-
rico y la colorimetria de fésforo, segln se describe en 3.2.4.2.1. La Gnica
precaucidén a tomar en cuenta es centrifugar los tubos antes de su lectura en

espectrofotdmetro para evitar la interferencia del silicagel



-138-

5.~ Calculos. - L.as concentraciones de fésforo debida a cada uno de los
fosfollpidos investigados, asi como sus porcentajes relativos se han cal-

culado por:

D.O.(X ) x axVL

P(X ) =
\V x V., x P
C |

P(X) x 100

% P(X) =
P(ESF) + P(PC) + P(P1) + P(PE)

P(X) = M9 de fosforo por mg de proteinas microsomales de-
bidas al fosfollpido X (donde X puede ser ESF; PC;
Pl 6 PE).
DO (X ) = absorbancia debida al fésforo procedente de X.
a = Pendiente de la recta de regresién obtenida para !a
curva patrén por mfnimos cuadrados en ug/U.D.O.
VL = VVolumen de extracto lipldico obtenido inicialmente en
. ml
Vc = Volumen de extracto lipldico cromatografiado en ml
Vi = Alfcuota de la suspensién microsomal de la que se par-
te expresada asimismo en ml.
P = Cocentracidn de proteinas de la suspensibén microsomal

en mg/ml

Para calcular la relacidén molar colesterol /f§sforo se ha

utilizado la expresidén siguiente;

Mg C / Pmc

C/p =
,JgP/Patf
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en que es;

/ug C = microgramos de colesterol por mg de protet’na

9 P

Pmc = Peso molecular del colesterol(388, 66)

]

microgramos de fésforo por mg de proteina

F’atf = Peso atbmico del fosforo (30.98).

C/ p = razdn molar colesterol: fésforo.

. - . '
- LLas suspensiones microsomales de partida procedian de te-
jidos mezclados de cinco animales. Las desviaciones de los valores fren-

te a la media fueron siempre inferiores al 5 %

3.2.5. - Medida simultanea de radiactividad debida a 3H)/ 140, presentes

en la misa muestra, mediante espectrometria de centelleo ITquido

Debido al fenbmeno de autoabsorcién que presentan los emi-
sores de baja energia como 3H y 14C, para medir este tipo de isbtopos
hay que recurrir a la espectrometria de centelleo Ifquido, en que el disol-
vente de la muestra radiactiva posee componentes que, al entrar en colisidon
con una partfcula B , captan su energfa, excitdndose, por promocioén de un
electrdn a niveles superiores. A su caida emiten de nuevo la energfla capta-
da en forma de fotones luminosos. Estos, al incidir sobre el catodo de un

tubo fotomultiplicador, originan un impulso eléctrico detectable cuya altura

. - *
es proporcional a la energla de la particula.

En un emisor B, la energia puede tener cualquier valor com-

prendido entre Oy un maximo E . originindose, por tanto, impulsos

Bmax

de altura variable.
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E! equipo de deteccidn utilizado (Philips PW 5410) va equi-
~pado con cuatro canales de medida, independientes, dotados cada uno de
dos discriminadores (superior e inferior) que, colodados en forma apropia-
da, pueden seleccionar solo aquellos impulsos cuya alturas queden dentro
de unos mérgenes prefijados. Posee, adem&s, dos canales externos adicio-
nales (canales 5 y 6) que, en realidad consisten en un {hico canal provisto
de tres discriminadores (superior, medio e inferior). Las lecturas que se
hagan por cada canal corresponderén a partfcular de energfas comprendi-
das dentro de unos limites, impuestos precisamente por la posicidn de los

discriminadores.

En un aparato ideal, el nimero de cuentas registradas coin-
cidirfa con el de desintegraciones habidas en el mismo intervalo de tiempo.
En la realidad, muchas de ellas se pierden, de modo que este nimero es
menor, (frecuentemente la energla de la emisidn es absorbida por molécu-
las extrafas, presentes en el medio, e incapaces de excitarse. Es lo que

se llama "quenching" o "extincidn de la muestra'.

El cociente entre las cuentas acumuladas en un minuto (cpm)
y las desintegraciones por minuto (dpm) que posee la muestra define un pa-
r&metro caracteristico del aparato y de las condiciones de medida, denomi-

nado "eficiencia de contaje' (Ef):

Ef = cpm / dpm

Obviamente, el objeto de una medida es calcular los dpm 6
actividad absoluta que posee la muestra, ya que esta es una magnitud inde-
pendiente del equipo utilizado. Ahora bien, el aparato hace sus lecturas

en cpm, de aqul que sea imprescindible conocer la eficiencia. Esta eficien-
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cia de contaje, sin embargo, no es constante, sino que varfa con la extin-
ciébn de la muestra. Para calcular, se recurre con frecuencia al método

de la relacion de canales externos (E.S.R.).

Este método aprovecha la interaccibén por efecto Compton
133
de una fuente externa de rayos gamma ( Ba) con el IfTquido centelleador

del vial que estd siendo medido.

Utilizando un patrdn de baja extincién se ajustan los discrimi-
nadores de los canales 5 y 6 de tal forma que el drea comprendida entre la
curva y el eje. de abcisas sea la misma en ambos canales (Figura 1). Ello
se pone de manifiesto porque las cpm registradas en ambos canales son las

mismas, con lo que la relacibén de canales externos (E.S.R.) vale la unidad.
Si una vez ajustados los discriminadores en su posicién co=
rrecta se mide un vial con extincion, el area de la zona del espectro corres-

pondiente al canal 5 se hace mayor que la del canal 6 por lo que la relacidn:

cpm canal 6

E.S.R. =
cpm canal 5
Se hace menor que la unidad y tanto menor cuanto mayor sea

la extincién del vial, (trazo punteado de la fig. 1).

Para |llevar a cabo el calibrado se utiliza un juego de patro-
nes que contienen igual actividad del radioisbtopo a medir, y se diferen-
cian unos de otros en el grado de extincibén. De esta forma se calcula una

funcién experimental que relaciona los valores de eficiencia con los de la
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Fig. 1. - Efecto de la extincidon sobre el espectro de un emisor B. La
Iinea continua representa el caso de una muestra con baja extincién.
Cuando la extincion aumenta, el espectro se retrae segdn muestra la Ii-
nea de puntos. D.1.; D. M. y D. S. representan, en el ejemplo, las po-
siciones 6ptimas de los discriminadores para medir la ESR de una mues-
tra problema. Obsérvese que las superficies A y B son iguales.

. 3 4
Fig., 2.~ Espectro de energia para el "Hy el ! C. D. S. yD. Il. indican
la posicibn de los discriminadores para cada canal.
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4 - . . -
relacion de canales externos. Esta funcibén se ajusta satisfactoriamente,

mediante minimos cuadrados, a una ecuacibén de segundo grado, del tipo:
2
(ef) =t P(E.S.R)" ta(E.s.R) TR

siendo P, Q y R los parametros de la ecuacibén, a calcular por este método.

En nuestro caso, el problema se complica por la presencia
conjunta de dos emisores: 3H y 14C, en la misma muestra. En la fig. 2
se han representado sus espectros asfi como la posicibn 6ptima de los discri-
minadores. Como puede apreciarse, el 3H es un emisor beta mucho menos
energético que el MC:, de tal manera que en el canal 1, las cuentas regis-
tradas proceden casi exclusivamente de este isbtopo. No ocurre asi en el
canal 2, donde las cuentas registradas proceden de ambos isbtopos, ya que
el mls energético produce un solapamiento con el espectro del menos ener-

gético.

Para calcular los dpm debidos a cada isbtopo se trabaja con
6 patrones de 140 y de 6 de 3H, (cada juego de patrones poseeria, como
antes, iguales dpm pero distintas extinciones). Con los patrones de 14C,
por el procedimiento descrito, se obtiene . la ecuacidn de eficiencia de con-

14
taje de C en el canal 1:

4 2
Ef(1 c)1 =P1 (E.S.R.) + Q‘ (E.S.R.)JrRl

y en el canal 2:

2
EF(MC) = Pz (E.S.R.) +O.2 (E.S.R.)+R

2 2

. 3 . .
Asfmismo, con los patrones de H se obtiene la expresion

correspondiente para el canal 2:
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3 2
f H =P .S.R. + .S.R.) + R
Ef ( )z 3(1—:s ) Q3(ES ) 3
Con los valores experimentales obtenidos con los patrones
se calculan los nueve parémetros de las tres curvas de calibrado. Los
canales 5 y 6 se utilizan exclusivamente para el cllculo de los valores de

E.S.R., seglin se expresd anteriormente.

3 14
Sea ahora una muestra problema con Hy C que en un

tiempo t (min) ha acumulado C2 cuentas en el canal 2 y C1 cuentas en el

canal 1. Dado que la interferencia de H en el canal 1 puede despreciarse,

: 4
los cpm debidas a 1 C en el canal 1 se obtendréan de:
C
4
cpm(1 C)] - —1 -F

t
siendo F las cuentas acumuladas por el aparato, como radiacién de fondo,
en un minuto. Sus dpm vendrén dadas por:

4 t
cpm (1 C)1 1 -F
) t

_ 14
dem (°C) = 14 - 2
Ef( C) : F’] (E.S.R.) +Q] (E.S.R.)+R‘

3
En el canal 2, las cpm de H deberén verificar:
C ' C
14 2 14 14
2 - F - cpm ( C)2='———F—dpm( C) x Ef ( C)z'=
t t

2
t

14 2
- F-dpm ( C) [PZ(E.S.R.) + QZ (E.S.R.) + Rz ]

3
De donde, finalmente, la radiactividad debida al H resulta:
3 C 14 2
cpm ( H)2 2 - F-dpm ( C) [Pz (E.S.R.) +Q, (E.S.R)) +R2]

3 t
dpm (T H) = — S - >
Ef( H)2 P, (E.S.R.)7+Q, (E.S.R.)+R

3
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que han sido las expresiones utilizadas.

L.a precisibn aumenta considerablemente cuanto mayor es la
. - . 3 . 14
radiactividad debida al "H frente a la debida al C, por ello se ha procura-
do que en todas las experiencias, la del primero fuese 3 a 6 veces superior

a la del segundo.
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4,1.- CARACTERIZACION DE LA HMG-CoA
REDUCTASA COMO ENZIMA LIGADA A
MEMBRANAS MICROSOMALES

Asumido el caracter microsomal de la HMG-CoA-reductasa,
se ha comenzado por abordar el estudio de algunas de las propiedades de la
enzima que son consecuencia de su vinculacion a membranas. En este senti-
do se han llevado a cabo experiencias encaminadas a establecer el comporta-
miento de la actividad en funcién de la temperatura, la posible interacciéon con
la fraccidn citosbdlica (sobrenadantes de 105.000 x g) y la propia solubiliza-

cibn de la proteina.

4.1.1.- Cambios en la actividad enzimética dependiente de la temperatura.

4.1.1.1.- Representacion de Arrhenius. Calculo de las energias de activacibén

El efecto de la temperatura sobre la velocidad de una reaccion

viene dada por la siguiente ecuacidn experimental sugerida por Arrhenius:

- E RT
Vi=Ae a/

en que V., es la velocidad inicial de la reaccién, A es una constante denomi-
i
nada factor de frecuencia; Ea es la energia de activacion; R es la constante de
-1 -1
| os gases perfectos (1.987 calorfas x mol = x °K ') y T la temperatura abso-

luta (°K) .
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De la ecuacibn anterior se obtiene:

Ea )

Log Vi = Log A -
2.303 R T

as decir, log Vi es una funcion lineal de la inversa de la temperatura
absoluta. La representacién correspondiente (representacidén de Arrhenius)
dara una linea recta de pendiente: - Ea / 2.303 R a partir de la cual puede

r'd - .,
calcularse la energia de activacibén,

No siempre se obtienen rectas al representar Log Vi frente
al/T. Las enzimas ligadas a membrana frecuentemente exhiben discontinui-
dades que pueden atribuirse a interacciones ITpido-proteina causadas por
transiciones de fase en los Iipidos de la bicapa. En estos casos, los tramos
rectos separados por la discontinuidad (""temperatura de transicién') pre-
sentan pendientes diferentes; por consiguiente, las energias de activacién

para esas temperaturas son, asimismo, diferentes.

Para determinar todos estos parametros en el caso de la
HMG-CoA reductasa de pollo, se han Ilevado a cabo reacciones a diferen-
tes temperaturas. En la tabla 1 figuran las velocidades iniciales de trans-
formacidon de HMG-CoA en MVVA-lactona obtenidos para suspensiones micro-
somales de higado y cerebro de pollos 14y 11 dias de edad, respectivamen-—
te, a las temperaturas indicadas. Las incubaciones se llevaron a cabo duran-
te 30 min. Experiencias previas indicaron que durante ese intervalo de tiem-

po, la velocidad de incorporacibén se mantiene constante.

En la fig. 3 aparecen las representaciones de Arrhenius,
para ambos 6rganos. En el caso del higado, la temperatura de transicidén se

- rd . .
da a los 26. 3°C; para temperaturas superiores la energia de activacidn



TABLA 1

Actividades especificas de la HMG- CoA reductasa hepéatica
y cerebral para diferentes temperaturas de reaccidén ( temp. reac.). Las
incubaciones se llevaron a cabo durante 30 min. Pollos de 14 y 11 dlas de
edad, respectivamente, sacrificados al comienzo de la fase luminosa.
T(°K) = temperatura absoluta en grados Kelvin. Las actividades se expre -
san como media de tres valores tS.E. M.

HIGADO CEREBRO

temp. reacc. 10-3x T_] act. esp. log. act. esp. log

(eC) (QK—‘) (pmoles x minqug‘]) act. esp. (pmoles x mg-1xmin_ ) act. esp.
10 3.534 136.8% 1.9 2. 136 + 0. 006 86.8 T 2.1 1.939% 0.011
15 3,472 208.8+10.5 2.320+ 0.022 164.2 £10.5 2.215% 0. 028
20 3.413 201.3%2.9 2. 464+ 0.004 242,.8 T 6.1 2.385%0.011
23 3.378 371.2%7.2 2.570+ 0. 008 323.1 % 6.9 2.509t 0.009
27 3.333 479.8+%32.9 2.681 10,029 384.0% 9.4 2.584% 0.011
30 3. 300 555.8110.6 2. 745+ 0. 008 411.2% 6.8 2.6147F 0.007
33 3. 268 618.6 % 7.5 2. 791 +0.005 476.5 £13.7 2.678£0.012
37 3.226 739. 41 26. 4 2.869 +0.016 582.9 £22.7 2.76610.017

-lgl-
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28}

2AF

3.2 33 3a 35

Fig. 3. - Representacion de Arrhenius para la actividad HMG-CoA reduc-

tasa hepatica ( ® )y cerebral ( 4 ) de pollos de 14 y 11 dfas, respecti-
vame_v_'llte. Se_l_'\ n partido de actividades especfificas expresadas en pmoles
x mg xmin . Cada punto representa la media de 3 valores T S. E. M.
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obtenida es de 7.93Kcal/ mol (rl= 0.99) y para temperaturas inferiores, de
12. 53Kcal/ mol (ri= 0.99). En el caso del cerebro se obtiene un valor de
22. 4°C para la temperatura de transicibn. Asimismo se obtiene una ener-
gia de activacién de 7. 49Kcal/ mol (ri= 0.99) para temperaturas superio-
res y 16. 44Kcal/ mil (|r*_|= 0. 99) para temperaturas inferiores. Todo ello

se esguematiza en las dos primeras columnas de la tabla 2.

4,1.1. 2. - Efecto de la suplementacibébn de colesterol en la dieta sobre la

temperatura de transicion

Dado que el colesterol incrementa la rigidez de las membra-
nas en las que se encuentra presente parecid conveniente contrastar las
graficas obtenidas para pollos alimentados con dieta estandar con las de
pollos alimentados desde su nacimiento con una dieta suplementada con
colesterol al 2 %, ya que era posible que de este modo se acumulase en
membranas hasta el punto de modificar algunos de sus parametros depen-
dientes de la temperatura. La fuerte inhibicidn encontrada en higado, bajo
esta situacidn, hizo imposible representar graficamente los valores obteni-

dos.

Para el cerebro, dichos valores se agrupan en la tabla 3
junto a sus correspondientes temperaturas de reaccion. La temperatura
de transicidn encontrada a partir de estos datos es de 22. 3°C. Asimismo se
encuentran unas energfas de activacion de 6. 88Kcal/ mol (ri= 0.99) para
valores superiores de temperatura y de 16.57 Kcal/ mol (rl= 0.99) para va-
lores ihferiores-. Estos valores se han resumido, junto con los anteriores,

en la tabla 2 .



TABLA 2

Representacion de Arrhenius. Se han calculado las rectas de
regresidbn para cada tramo por mfnimos cuadrados. Los coeficientes de corre-
lacidn se dan en valores absolutos. Las energias de actjvacion, halladas a
partir de las pendientes, se expresan en Kcal - mol . Las temperaturas
de transicién, en°C, se han calculado anallticamente como puntos de inter-
seccidn de las rectas de regresidon. t° = temperatura ; tt = temperatura de
transicion.

Dieta estandar Cerebro
Hligado Cerebro dieta colesterol
te>t te <t te>t ° o o

t ¢ ¢ te< tt t >tt t2 < 1:t
Coeficiente de
correlacién 0.99 0. 99 0. 99 0.99 0.99 0. 99
pendiente de la
recta de m. c. -1.732 - 2,739 -1.637 - 3.592 -1.504 - 3.620
Energfa de
activacién 7.93 12.53 7. 49 16. 44 6. 88 16.57

temperatura

de transicién

26.3 22. 4 22.3

“HGl-



Actividades especificas, a diferentes temperaturas, de
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TABLA 3

la HMG- CoA reductasa cerebral en pollos alimentados desde la eclo-

siébn con una dieta suplementada con colesterol al 2% .

L.as incubacio-

nes se llevaron a cabo durante 30 min. Pollos de 11 dfas sacrificados
al comienzo de la fase luminosa. Las actividades se expresan como me-

dia de tres valores t S.E.M,

temp. reacc. 107 x T act. esp. log.

(eC) (QK_]) (pmoles x mg_1xmin— ) act. especifica
10 3.534 5.99%1.3 1.777+ 0.009
15 3.472 115.6 £5.6 2.0631 0. 021
20 3.413 172.1£5.5 2.2361+0.014
23 3.378 224.9%t 4.0 2.3521+ 0. 008
27 3.333 268.816.4 2.429+0.010
30 3. 300 282.4%13.3 2.451+0.020
33 3. 268 319.81%3.3 2. 505 + 0. 005
37 3.226 390.5%9.8 2.5924+0.011




-156-

De la comparacién con las actividades obtenidas de pollos
alimentados con dieta estandar puede concluirse que ni la temperatura de
tansicion ni las energias de activacién son significativamente distintas.

Estos hechos se constatan graficamente en la fig. 4.

4.1.1.3.- lnactivacidn térmica de la enzima

Otro aspecto importante del comportamiento de una enzima
frente a la temperatura es el estudio de la pérdida de su actividad por efec-
to del calor. En este sentido se incubaron diversas alicuotas de una misma
suspension microsomal de higado con 4 mg de proteinas por ml a 30, 50 y
70 2C durante intervalos de tiempo crecientes. Una vez incubados, los
extractos se devolvian de nuevo a su temperatura habitual de 42C hasta el
momento de la reaccién, que transcurrib, en todos los casos, a 37°C. Los
valores encontrados se recogen en la tabla 4.

En la fig. 5 se han representado las actividades residuales
de cada muestra frente a los tiempos de incubacidn a 30°C, 50°C y 70°cC.
Dichas actividades se expresan en tantos por ciento respecto a la de un
control mantenido todo el tiempo a 42C. Como puede apreciarse, a los 5 min.
de incubacidon a 70.2C, la actividad se reduce hasta un 50% aproximadamen-
te. Este mismo porcentaje se consigue a los 40 min. de incubacibén a 502C

necesitandose unas tres horas para lograr el mismo efecto a 30 °C.
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Fig. 4.- Representacibdn de Arrhenius para la HMG-CoA reductasa cere-

bral de pollos de 11 dias alimentados con una dieta estandar ( ¢ )ycon
dieta que contenia un 2 % de colesterol ( 4 ), desde el dia de la eclosjén.
Se han partido de actividades especfficas expresadas en pmoles x mg_ P

min . Cada punto representa la media de 3 valores T S. E. M.
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Ti tiempo de incubacidn
(minutos)

Fig. 5.- Perfiles de inactivacién térmica de la enzima a 302 (o ), 50°( m)

y 702C ( A ). Las actividades se expresan en tanto por ciento de la de un

control mantenido a 4°C hasta el momento de la reaccidn, que en todos los
casos, se llevd a cabo a la temperatura habitual de 37°2C.
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4.1.2.- Efecto de los sobrenadantes de 105. 000 x g sobre la actividad mi-

crosomal.

Reiteradamente se ha mencionado la existencia, en ratas, de
dos formas de HMG-CoA reductasa hepéatica; una de ellas inactiva y fosfori-
lada y la otra, activa y defosforilada. Ambas formas serfan interconverti-
bles enzimaticamente mediante un sistema citosblico fosforilasa-fosfatasa

(183, 184)

Para detectar la posible existencia de un sistema similar en
higado de pollo, se realizbé una nueva experiencia para la que se partio de

tres supuestos fundamentales:

1.- En primer lugar, que el sistema fosforilante debe care-
cer practicamente de actividad una vez consumido el ATP contenido en las
muestras. Es por tanto la actividad fosfatasica la Gnica detectable, en tanto

no se aporte el mencionado nucledtido desde el exterior.

2. - Que la actividad fosfatasica tiene escasa incidencia, si

no nula, a la temperatura habitual de manipulacién de los extractos(42C).

3.-Que el F es un potente inhibidor de las fosfatasas.

En la experiencia llevada a cabo, alfcuotas de un mismo se-
dimento microsomal se incubaron con sus sobrenadantes de 105. 000 x g a
372C, durante intervalos de tiempo crecientes(0, 30, 60 y 90 min). Una
parte de estas incubaciones se hizo en presencia de FK (50 mM). La rela-
cién proteina microsomal / proteina soluble se mantuvo alrededor de 1. 5/1.

Tras centrifugar de nuevo a 105,000 x g se determind la actividad HMG-CoA

reductasa microsomal en cada una de las muestras.
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En el sistema experimental descrito, la actividad fosfatasi-
ca se manifestaria como un incremento de la actividad HMG-CoA reductasa
en las suspensiones preincubadas en ausencia de E , inexistente, al menos

en parte, en las suspensiones preincubadas en presencia de F .

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5. EI
nivel de significacion de la t de Student encontrado para la hipbtesis de que
la actividad a los 90 min de incubacidén en ausencia de F_ sea distinta a la
encontrada en suspensiones no preincubadas, es: P<0. 5. Asimismo, el ni-
vel de significacion estadlstica de que los incubados 90 min en ausencia de

F~ sea distinta a la de los incubados con F es también; P<0.5.

Por consiguiente el ligero incremento de actividad observa-
do a medida que se incrementa el tiempo se incubacién, atribuible en prin-
cipio a la actividad fosfatasica de los sobrenadantes ya que no se produce
en presencia de F (ver tabla 5), no es estadisticamente significativo bajo

las condiciones del ensayo.

4.1.3.- Solubilizacibén parcial de la enzima. Técnica del '""freezing-thawing"

El siguiente problema abordado fue el de la solubilizacién de la
enzima. El procedimiento elegido es el del '"freezing-thawing" (congelacidn
descongelacidn), descrito porBegy col.(185), Para ello se partid de una sus-
pensidbn microsomal de higado con concentracidn proteica conocida. Di-
cha suspensidn se centrifugd nuevamente a 105. 000 x g, desechandose el
sobrenadante. El sedimento obtenido se sometibé a congelacibén brusca a

-20°C, temperatura a la que permanecid durante varias horas. Posterior-
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TABLA 5

Efecto, sobre la HMG-CoA reductasa, de la incubacibén
de microsomas hepaticos con sobrenadantes de 105000 x g en presen-
cia y ausencia de F~, a 37 9C, durante intervalos crecientes de tiem
po. Pollos de 13 dfas de edad, sacrificados al comienzo del periodo lu-
minoso. Las actividades se han expresado como medias de 4 valores

1 S.E.M.

P

. : -1 . -
Tiempo de Act. esp. (pmoles x mg X min

preincubacibén

(min) Sin F con F
0 643.0t172.  _____
30 676.01 11.2 676.7113.0
60 685.87F 41.2 673.0%F 1.5
90 695.61 21.4 665.2+%20.0
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mente se dejd descongelar la muestra a temperatura ambiente, resuspen-
diéndose luego en un volumen dado de tampon de extraccibén. La suspen-
sion se volvié a centrifugar a 105. 000 X g, separandose el sobrenadante.
El sedimento se resuspendi§ de nuevo en tampbdn y se centrifugd otra vez
a 105. 000 x g. Este Gltimo sobrenadante, mezclado con el anterior contie-
ne la fraccion de enzima solubilizado, en tanto que en el sedimento debe
quedar el resto de la actividad inicial. Finalmente se determinaron ambas
actividades asi como la de un control constituido por una alicuota de ia

suspensidon original mantenida todo el tiempo a 4°C.

Los resultados se muestran en la tabla 6. En ella se reco-
gen los valores obtenidos para cada una de las tres fracciones. Las acti—

vidades totales se han calculado como:

At=Px V x Act. esp. x f,
donde es:
At = Actividad total en pmoles x minq‘
P = Concentracibén proteica en mg de proteinas x mil-}
V = Volumen de la fraccion en mi.
Act. esp. = Actividad especifica en pmoles x mg_m x min
f = Factor de dilucién generadoc durante el proceso.

La suma de las actividades totales de la enzima solubilizado
y residual constituyen el 97.4 % de la actividad total inicial, lo que supone

una recuperacidn muy aceptable.

El rendimiento de la solubilizacién calcuiado es del 48. 7%,
Como también puede apreciarse en la tabla, la actividad especifica de la

enzima solubilizado es menor, en tanto que la del enzima residual aumenta.



TABLA 6

Solubilizacidn parcial de la enzima por el método de con-
gelacidon - descongelacibébn. Se muestran las actividades totales tanto de
la suspensidon microsomal de partida ( susp. micr. inicial ), como de las
actividades microsomal residual y soluble, obtenidas en el sedimento yen
el sobrenadante, respectivamente, tras el tratamiento. Conc.prot. = con-
centracibn proteica de cada fraccién; Act. esp. = Actividad especifica de
la HMG-CoA reductasa er cada fraccidon; V = volumen obtenido de cada u-
na de ellas; F = factor de dilucidén generado durante el proceso; Act. to-
tal = actividad total . Pollos de 7 dias de edad, sacrificados al comienzo
de la fase luminosa. Las actividades se dan céomo medias de tres valores

+ S.E.M.
Conc. prot. Activ. esp. Activ. total
- - -1

(mg / ml) (pmoles x mg x min ) F \V (pmoles x min )
Susp. micr,
inicial 31.15 405.1+ 2.2 0.167 .0 16858. 8
Sobrenadante 5.15 166.5* 0.5 1 .3 7974.5
Sedimento 23.82 565.3 1.0 0.125 .0 8415.9

-..A,,nl—
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Una vez solubilizada la enzima, se intentd construir su cur-
va de Arrhenius a fin de comprobar las modificaciones sufridas respecto ala
enzima particulada. Ello no fué posible, sin embargo, dado que la reductasa
en estas condiciones experimenta una inactivacién practicamente completa

para temperaturas inferiores a los 20-25°C.
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4,2, - VARIACIONES DE LA ACTIVIDAD
HMG-CoA REDUCTASA A LO LAR-
GO DEL DIA. INFLUENCIA DE LA
AL IMENTACION

El efecto que la alimentacién posee sobre la propia biosin—
tesis de colesterol endbgeno y sobre la HMG-CoA reductasa, enzima so-
bre la que recae gran parte de la regulacion de su ruta biosintética, es
de trascendental importancia para comprender la dinamica global del pro-

ceso diario de recambio de este compuesto en el organismo.

En las experiencias que se describen a continuacion, reali-
zadas bajo este prisma, se ha estudiado, primeramente, el patrén de acti-
vidad diurna de la HMG-CoA reductasa en pollos alimentados con una die-
ta equilibrada estandar, para abordar a continuacidén problemas analogos
bajo dos situaciones distintas: la alimentacién con una dieta rica en coles—

terol y el ayuno.

4. 2. 1. - Evolucién diurna de la actividad en animales alimentados con die-

ta estandar

Dado que los pollos realizan su ingesta durante el dia pare-
ciébn oportuno registrar la evolucidén de dichas actividad a 1o largo de un
ciclo completo de 24 horas para establecer, en primer lugar la existencia
o no de actividad ritmica paralela a la encontrada en rata y en segundo lu-

gar comprobar si se mantiene la correlacidn con el periodo de ingesta que
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apuntan numerosos autores para este Ultimo origen. Con esta finalidad
se han realizado experiencias en tres 6rganos diferentes: higado,

asa duodenal y cerebro.

4.2.1.1.- Evolucibén en higado

Se han llevado a cabo determinaciones sisteméticéé de la
actividad HMG-CoA reductasa hepatica en pollos de nueve dias de edad,
durante un periodo de veinticuatro horas consecutivas. Los valores encon-
trados se muestran en la tabla 7. En ella se indica el ciclo de iluminacion
y la hora del dia en que fueron sacrificados los animales. Dichos valores
se han representado en la fig. 6, donde se revela claramente la presencia
de un ritmo diurno de actividad, inverso al descrito en rata, cuyo cenit,
situado en la mitad de la fase luminosa del ciclo (a las seis horas de comen-
zar la iluminacién) es 2. 83 veces la actividad del nadir, situado en mitad
de la fase oscura. Se mantiene, por tanto, la correlacidon mencionada ante-

riormente entre el maximo de actividad vy el periodo de ingesta.

Asumiendo que el 4rea comprendida entre la curva y el eje
de abcisas durante 24 h corresponde al mevalonico producido "in vitro"
durante ese mismo periodo de tiempo, se ha calculado la cantidad porcen-
tual de éste acumulado a lo largo de un dia (tabla 8). Los valores obtenidos,
representados frente al tiempo, dan una idea del ritmo de produccibdn de di-
cho Acido mevalbnico durante el ciclo completo. Como puede verse en la
fig. 7, la curva obtenida es, obviamente de naturaleza sigmoidal. Tomando
como origen el punto medio de la fase oscura se encuentra que el cincuenta
por ciento del mevalénico se produce, probablemente, algo después del ce-

nit, hecho lbgico si se tiene en cuenta que el ascenso de la actividad
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TABLA 7

Ritmo diurno de actividad HMG-CoA reductasa en higado
de pollos de 9 dfas de edad. En la Tabla se indica el ciclo de ilumina-
cion con el nimero de horas de exposicién a la luz ([])o a la oscuridad
‘"A) y 'a hora del dfa en que fueron sacrificados los animales . Las ac-
tividades especfficas se expresan como medias de seis valores '_‘_‘ S.E. M,

Ciclo de iluminacibn

hora tiempo de expo- Actividad especfifica
del dia sicion (h) (pmoles c mg—] x min )
10:00 3 768.8+65.0

13:00 6 985.9+67.6

16:00 9 817.4+62.9

19:00 12 635.2+45.2

22:00 3 § 426.87% 28.2

01:00 6 § 348.87% 20.0

07:00 12 § 367.31 50.1

N
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Fig. 6.- Evolucién diurna de la actividad HMG-CoA reductasa de higado de
pollos de nueve dias de edad. Cada punto representa la media de seis valo-
res + S. E. M.



-170-

TABLA 8

Produccidon hepatica de 4cido mevaldnico a lo largo del
dla. Tomando como origen el punto medio de la fase oscura se han cal-
culado las areas porcentuales y acumuladas para cada intervalo de
tiempo, a partir de los datos contenidos en la Tabla 7 , ¥ delimitados

entre el perfil de actividad y el eje de abcisas. u = unidades.

Ciclo de iluminacibén

hora del tiempo de expo- Area Area Area
dfa sicidén (u. arbitrarias) (%) acumulada
N
. N\
01:07 a 6-12 § 0. 48 0. 95 0.95
07:00 §
07:00 a 0-3 § 5. 75 43 2. 38
10:00 - § ) 11. 12.
10.00 a
13:00 3-6 13.87 27.56 39,95
13:00 a
16.00 6-9 14,51 18.83 68. 78
16:00 a
19.00 9-12 9.91 19. 69 88. 47
19:00 a N |
2200 0-3 \§ 4,78 9.50 97. 97
22:00 a §
' 3-6 N\ 1.02 2.03 100
01:00 §
N
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100

50
hora del
dia
Fig. 7.- Produccién hepatica de a4cido mevalbnico a lo largo del dia. Cada

punto representa el tanto por ciento de actividad acumulada desde el punto
medio de la fase oscura hasta la hora indicada en cada caso. Explicacibn
en el texto.
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es més brusco que el descenso de la misma fig. 6

4.2.1.2.- Evolucidén en tubo digestivo

Mediante un planteamiento analogo al del higado, se ha lle-
vado a cabo el seguimiento de la actividad HMG-CoA reductasa duodenal,
a lo largo del dia. Los resultados contenidos en la tabla 9, muestran que
también en duodeno existe un ritmo en fase con el hfgado cuya actividad es
en el cenit 2.70 veces la del nadir. En la fig.8 se han representado estos

valores en funcidn del tiempo.

4,2.1.3.- Evolucidon en cerebro.

Los resultados obtenidos para el cerebro (tabla 10) no mues-—
tran variaciones importantes en funcion de la hora del dfa, indicando que
la HMG-CoA reductasa carece, para este édrgano, de ritmo diurno de acti-
vidad. Este hecho se ilustra en la fig. 9 obtenida a partir de los datos

de la tabla 10 y que corresponden apolloside seis dias de edad,

4.2.1.4. - Variaciones diurnas a lo largo del desarrollo postnatal

Demostrada la existencia de ritmos diurnos de actividad re-
ductasa en higado y en la region duodenal de tubo digestivo se suscitaron
dos cuestiones importantes para establecer su naturaleza. En primer lu-

gar quedaba por establecer si estos ritmos de actividad preexisten cuando
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TABLA 9

Ritmo diurno de actividad HMG-CoA en asa duodenal de
pollos de nueve dias de edad. En la tabla se indica el ciclo de ilumi-
nacidén con el nimero de horas de exposiciéon alaluz ([J) o a la os-
curidad ( ) y 1a hora del dfa en que fueron sacrificados los anima-
les. Las actividades especificas se expresan como medias de seis va-
lores TS. E. M.

Ciclo de iluminacion

hora del tiempo de Actividad especlfica
dia exposicién (pmoles x mg—]x min )
10:00 3 167. 11 34. 4
13:00 6 176.9£21.7
16:00 9 85.5% 5.6
19:00 12 67.0% 3.2
22:00 3 109.2 % 4.3
01:00 6 110.7 +22.8
07:00 12 65.6 % 3.2
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)

X min

Actividad e_s_?ecffica 1

(pmoles x mg

hora deldla

Fig. 8.~ Evolucibén diurna de la actividad duodenal de la HMG-CoA reduc-
tasa en pollos de nueve dias de edad. Cada punto representa la media de
seis valores T 5. E. M.
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TABLA 10

Evolucidon diurna de la actividad cerebral de la HMG-CoA
reductasa en pollos de seis dias de edad. En la tabla se indica el ciclo

de iluminacién con el nimero de horas de exposicién a la luz ([]) o a

la oscuridad ( ) v la hora del dia a la que fueron sacrificados los ani-
males. L as actividades especificas se expresan como medias de seis va-

lores T S. E. M.

Ciclo de iluminacibon

hora del tiempo de Actividad especfifica
dia exposicibn (pmoles x mg-] X min—1)
10:00 3 369.7+ 30.0
13:00 6 342.1+19.7
16:00 9 384.8+39.3
19:00 12 429.0+40.9
22:00 3 § 420.5%t 22.1
01:00 6 § 450.9t 44,7
07:00 12 § 456.6 1 21.4
N
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Fig. 9.~ Evolucidn diurna de la actividad HMG-CoA reductasa de cerebro
de pollos de seis dias de edad. Cada punto representa la media de seis va-
lores + S. E. M.
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tiene lugar la eclosidn o por el contrario se -generan- durante la primera
etapa del desarrollo postnatal, plausiblemente, como respuesta al cambio
del modo de nutricién fetal al modo de nutricién adulta; hecho que reafirma-
ria nuevamente el papel central de la alimentacién. La segunda cuestibén se
planteb en torno a la contribucién global de cada 8rgano y al significado

que el ritmo podia tener en ella.

Para resolver ambos interrogantes se registraronprimeramen-
te las actividades maximas y minimas de la HMG-CoA reductasa hepética y
duodenal durante las dos primeras semanas de vida. LLos valores encontra-

dos para ambos 6rganos se han resumido en las tablas 11 y 12 respectiva-

mente. Esos mismos valores se han representado grificamente en la fig. 10
y fig. 11. En ambos casos el ritmo surge durante la primera semana del

desarrollo postnatal, incrementandose su amplitud hasta alcanzar un valor
aproximadamente constante alrededor del noveno-décimo dia después de la

eclosibn.

A continuacibn se establecib la contribucidén global del higa-
do, en el cenit y en el nadir, refiriéndose los valores de actividad al peso
medio de organo encontrado para cada edad. Los resultados obtenidos se
consignan en la tabla 13 ; con ellos se han construido las graficas de la
fig. 12. Destaca en ellas un gran paralelismo con las curvas de actividad
especifica (fig. 10). Como en estas, la amplitud del ritmo crece rapida-
mente hasta el décimo dia, haciéndolo lentamente a partir de este punto y
hasta el dia 14 (fig. 13). Estos resultados ponen ademas de manifiesto que
al fuerte incremento en la actividad especifica observado durante los pri-

meros dias de vida se solapa el propio aumento del peso del érgano poten-

ciandose alin méas el efecto, de tal modo que mientras la maxima actividad
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TABLA 11

Valores de HMG-CoA reductasa hepética en el cenit y en
el nadir de su actividad diurna durante las dos primeras semanas de vi-
da. Se recogen las actividades especificas medias de cuatro valores.t
S. E. M. La amplitud corresponde a la diferencia entre ambas.

Actividad especifica

-1 )
(pmoles x mg x min )

-1

Edad (dias) Nadir Cenit Amplitud
4 14.711.3 23.4*% 0.5 8.7
7 121.1t 3.0 426.4119.5 305.3
10 527.5% 4.1 1064, 7+ 14,3 537. 2
12 591.0% 32.3 1057. 5+ 47.1 466.5
14 577.2t12.5 1152.71+ 36.3 575.5
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TABLA 12

Valores de HMG-CoA reductasa duodenal en el cenit v en el
nadir de su actividad diurna durante las dos primeras semanas de vida. Se
recogen las actividades especificas medias de cuatro valores + S. E. M.
La amplitud corresponde a la diferencia entre ambas.

Actividad especfifica

-1 .
(pmoles x mg = x min )

Edad (dias) Nadir Cenit Amplitud
4 24.8%1.7 50.3%7.2 25.5
7 118.4t 2.4 145.6T 4,3 27.2
10 176.31 3.7 264.0F 5.9 87.7

14 101.5% 22.7 173.7F 4.4 72.2
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[ ] 10 12 14

edad (dias)

Actividad maxima ( ® ) y minima (4 ) de la HMG-CoA reduc-

tasa hepatica durante las dos primeras semanas de vida. Se expresan las

medias de cuatro valores T s. E. M.
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Fig. 11.- Actividad maxima ( @ ) y minima ( 4 ) de la HMG—CoA reductasa
duodenal durante las dos primeras semanas de vida. Se expresan las medias
de cuatro valores + S. E. M,



TABLA 13

VValores de la HMG-CoA reductasa hepatica en el cenit y en
el nadir de sus actividad diurna durante las dos primeras semanas de vi-
da, referidas al peso medio de 6rgano encontrados para cada edad y cal-
culadas a partir de los datos de la tabla 11. La amplitud corresponde a
la diferencia entre ambos valores. Prot. micros. = proteinas microsoma-
les por peso de tejido.

Ad

Nadir Cenit
Edad Peso medio Prot. micros. Act. total Peso medio Prot. micros. Act. total
(dias) organo (g) (mg x g or*g—1) (pmoles x mi|;1_1) organo (g) (mg x g org—1) (pmoles x minq) Amplitud
4 1.5510.03 10, 66 242.8 1.62 +0.09 10. 94 414.7 171.9
7 1.93t0.04 8. 69 2031.0 2.2410.20 8. 00 7641.0 5610.0
10 2.54 to0.06 7.39 9901. 4 2.801+0.19 8. 38 24982. 1 15080. 7
12 3.461—0.15 7.96 16277.0 3.52%10.20 8. 47 31528.7 15251.7

14 3.42% 0.1 7.34 14489. 3 4,39710.30 7.27 36788. 7 . 22299. 4
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Fig. 12.- Actividad total de la HMG-Coa reductasa hepética en el cenit (@)

y en el nadir ( A ) de su actividad diurna durante las dos primeras semanas
de vida. Datos tomados de la tabla 13
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especifica (@ ) ytotal ( m ) durante las dos primeras semanas de vida.

Datos tomados de las tablas 11 y 13
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especifica es en el dia catorce 49, 3 veces la del dia cuatro, .la actividad

total del higado es 88. 7 veces mayor.

Dada la dificultad que entrafia establecer los |imites precisos
del tracto duodenal no se pudo llevar a cabo el estudio paralelo de su contri-
bucibdn. Si se hizo sin embargo, en el caso del cerebro a tftulo comparati-
vo, pese a la ausencia de ritmo diurno en este d6rgano. Como puede obser-
varse en la tabla 14 , su contribucidn es constante y marcadamente infe-

rior a la del hlfgado a partir del cuarto dia de edad.

4,2.2.- Influencia de la suplementacion de colesterol en la dieta sobre los

cambios de actividad diurna

El siguiente objetivo fue establecer el efecto del colesterol
exdgeno sobre la actividad diurna de la HMG-CoA reductasa. Con esta fi—
nalidad se alimentd un lote de animales con dieta estandar a la que se habfa
suplementado colesterol al 5 %. El tratamiento se administrd a par"ti’r del
comienzo de la fase luminosa del onceavo dia después de la eclosién. Hasta
ese momento los animales habian sido alimentados con la dieta habitual.
Durante dos ciclos consecutivos se determinaron las actividades en higado
asa duodenal y cerebro tanto de pollos tratados como de polles controles

en los que no se habfa introducido ninglin cambio de alimentacion.

4,2.2.1.- Influencia en higado

Los resultados obtenidos para el hfgado se recogen en la



TABLA 14

Actividad total de la HMG-CoA reductasa cerebral durante
las dos primeras semanas de vida, referidas al peso medio de 6rgano en-
contrado para cada edad y calculadas a partir de los datos de la cuarta
columna que expresan el promedio de cuatro determinaciones + S. E. M.

Edad Peso medio Prot. micros Act. esp. Act, total
. -1 -1 =1 . -
(dias) Organo(g) (mg x g org ) (pmoles x mg xmin ) (pmoles x min_ )
4 0.99* 0.0t 2.09 332.4% 8.8 687. 7
7 1.17+0.02 2.02 326.113.9 770.7
10 1.2471 0,02 2. 09 296.5% 49.5 768. 4

14 1.39+ 0. 01 1.68 311.0% 24. 4 726. 2

-9gl -
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tabla 15. De la comparacidon con pollos controles, alimentados con dieta
estandar (fig. 14) se desprende que, a partir de las tres horas de trata-
miento, la actividad desciende bruscamente, alcanzando en el nadir tan
solo el 7.9 % de la actividad control y que, durante el segundo dia, se
esboza una ligera variacidon diurna que se mantiene, en todo caso, por

debajo de! 20 % de la actividad de los controles.

4.2.2.2.- Influencia en duodeno

En asa duodenal (tabla 16), el colesterol de la dieta posee,
al igual que en higado, un potente efecto inhibidor de la HMG-CoA reducta-
sa, si bien se pone de manifiesto antes que en aquel 6rgano, de tal modo
que a las tres horas de tratamiento se alcanza ya un 36% de la actividad
control. No obstante, durante el primer dia se apunta aln un pequefio ma-
ximo de actividad que coincide con el cenit control aunque de magnitud
considerablemente menor. L.os niveles de nadir aparecen igualmente dismi-
nuidos y, como puede apreciarse en la fig. 15 durante el segundo dia per-
siste un cenit residual que constituye, aproximadamente, el 30 % de la

actividad control a la misma hora.

4,2.2.3.- Influencia en cerebro

Los datos recabados en cerebro (tabla 17) ponen claramente
de relieve que el colesterol exégeno no posee ninglin efecto sobre la activi-
dad HMG-Coa reductasa de este 6rgano, al menos durante las primeras

48 horas del tratamiento. Este hecho queda ilustrado graficamente en la
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Fig. 14.- Efecto de la suplementacidén de colesterol en la dieta sobre la
evolucién diurna de la HMG-CoA reductasa hepéitica en pollos de 11 dias.
( ® ) controles; ( a ) tratados. Cada punto representa el valor medio

de cuatro determinaciones +Ss. E. M.



TABLA 16

Efecto del ayuno y de una dieta suplementada con colesterol
al 5% sobre la evolucién diruna de la actividad HMG-CoA reductasa duo-
denal en pollos de 11 dias de edad. Se indica, en cada caso, a la hora
en que fueron sacrificados los animales asi como el tiempo de exposicion
alaluz o a la oscuridad en ese momento. Asimismo se indica el tiempo
de tratamiento en horas. L.as actividades especificas se expresan como
valores medios de cuatro determinaciones ¥ S. E. M.

Ciclo de iluminacibn Actividad especlfica (pmoles x mg x min )
Hora tiempo de Horas de
del dia exposicibdn Controles Dieta + colest. Ayuno tratamiento
\
08:00 11 § 197.3+t7.2 e e 0 I
. & -
P
11:00 2 231.2% 7.3 83.3 2.0 157.6 % 1.4 3
14:00 5 || 0 e 87.2t6.2 62.5% 2.0 6
16:00 7 291.2% 4.3 130.8 £11.0 47.0% 1.1 8
_\\Q
23:00 2 § 84.2% 4.2 30.5%0.9 26.71+1.0 15
08:00 11 § 125.7+5.7 20.5%0.3 34.8+ 2.2 24
11:00 2 134.1% 3.5 29.3%1.3 32.2+ 1.6 27
14,00 -2 40.8t2.9 21.51% 0.9 30
16:00 7 242.5% 12.6 72.4 4.4 51.2+ 1.0 32
23:00 2 % g80.8% 3.7 31.3%0.4 27.1 t1.6 39




_1)

, -

p]ecnica

Actividad es

x min

{(pmoles x mg

-191-

00
\
100 |
L 1 1 | 1 1 1 1 1 1
(] n 14 18 23 [ 1 M1 23
i I Lyl I J%C- 1 Lyz I
hora del
dia
Fig. 15.- Influencia de la suplementacidn de colesterol en la dieta sobre

la evolucion diurna de la HMG-CoA reductasa duodenal en pollos de 11 dfas.
(® ) controles; ( Ao ) tratados. Cada punto representa el valor medio de
cuatro determinaciones T S. E. M.



TABLA 17

Efecto del ayuno y de una dieta suplementada con coleste-
rol al 5 % sobre la evolucidn diurna de la actividad HMG-CoA reducta-
sa cerebral en pollos de 11 dias de edad. Se indica, en cada caso, a la
hora en que fueron sacrificados los animales asi como el tiempo de expo-

sicidn a la luz o a la oscuridad en ese momento. Asimismo se indica el

tiempo de tratamiento en horas. Las actividades especificas se expresan

como valores medios de cuatro determinaciones + S. E. M.

-1
Actividad especifica (pmoles x mg

-1

Ciclo de iluminacibdn x min )

Hora tiempo de Horas de

del dia exposicidn Controles Dieta T colest. Ayuno tratamiento
\

08:00 11 § 515.0 t35.8 - . 0

11:00 2 535.6 f16. 557.51+9.8 418.9f11.8 3

14:00 5 469,51 32, 458.1%5.8 373.3%27.9 6

16:00 7 574.9t64.8 = _____ 545.5%50.3 8
N

23.00 2 § 463.5 L 50, 534,871 35. 1 505.5 £ 25.9 15

08:00 1 § 466.7%21.5  _____ 392.3%19.6 24

11:00 2 520.9 t18 469.9F31.9 445.0% 8.7 27

14:00 s || o 575.6% 11.7 509.3% 44. 7 30

16:00 7 420.5 Y22, 477. 1% 27. 4 533.5% 30,9 32
N

23:00 2 % 470.0 +36. 530.2 £28.9 510.9 +22.1 39

—Z61-
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Fig. 16.~ Efecto de la suplementacidén de colesterol en la dieta sobre la
evolucidon diurna de la HMG-CoA reductasa cerebral en pollos de 11 dfas.
( ® ) controles; ( A ) tratados. Cada punto representa el valor medio de
cuatro determinaciones + S. E. M.
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fig. 16 en la que no se aprecian diferencias significativas entre los ani-

males controles y los tratados.

4. 2. 2. 4. — Influencia sobre las variaciones diurnas a lo largo del desarro-

llo postnatal

De forma paralela a como se hizo con los animales alimenta-
dos con dieta estandar se creyd conveniente estudiar ahora la influencia de
una dieta rica en colesterol sobre la propia aparicidén del ritmo durante la
primera semana de vida. Con este objeto se sometid un grupo de animales
a una dieta suplementada con colesterol al 2 % desde el momento de la
eclosibn, registrandose sucesivamente en el cenit y en el nadir, las acti-
vidades hepaticas y duodenal durante los 14 primeros dias. Los resulta-

dos obtenidos para ambos érganos se han resumido en las tabla 18 y 19,

respectivamente. Como puede verse el colesterol exbgeno administrado
en la dieta no solamente suprime los incrementos de actividades que tienen
lugar normalmente en hfgado y duodeno a partir del dia 4, sino que anula,

asimismo, el ritmo diurno en ambos érganos.

4. 2. 3. - Influencia del ayuno sobre los cambios de actividad diurna

A continuacién se procedid a estudiar, de manera analoga,
la respuesta al ayuno en los tres brganos mencionados. L.a privacidon de
alimento se llevd a cabo igualmente al comienzo de la fase luminosa del
onceavo dia después de la eclosién. Durante 48 horas consecutivas se

registrd la actividad HMG-CoA reductasa en higado, asa duodenal y cerebro,
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TABLA 18

Efecto de una dieta suplementada con colesterol al 2 % so-
bre la amplitud del ritmo diurno de actividad hepatica durante tas dos
primeras semanas de vida. Las actividades se expresan como valores
medios de cuatro determinaciones L S. E. M. '

Actividad especifica

-1 )
(pmoles x mg = x min )

Edad (dias) Nadir Cenit Amplitud
4 21.9% 2.9 19.6L 3.1 -
7 21.9t+ 2.0 48,0t 8.8 26.6
9 51.9+21.9 43,9t 4.9 -
1 70.31t14.5 41.3%ts5.7 -

14 21.2% 0.2 27.2%0.4 6.0
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TABLA 19

Efecto de una dieta suplementada con colesterol al 2 % so-
bre ta amplitud del ritmo diurno de actividad duodenal durante las dos
primeras semanas de vida. Las actividades se expresan como valores
medios de cuatro determinacionest S. E. M.

Actividad especifica

-1 .o=1
(pmoles x mg xmin_ )

Edad (dias) Nadir Cenit Amplitud
4 . 31.4%5.3 21.9% 0.9 -
7 27.1%1.6 38.8% 0.5 1.7
9 25.0%3.4 26.3% 2.2 1.3
1 33.0%4.3 38.0t12.6 5.0
14 14.1%0.2 17.7+0.4 3.6
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tanto en animales ayunados como en animales controles alimentados normal-

mente.

4.2.3.1. - Influencia en higado

Como se deduce de los resultados contenidos en la tabla 15
ta actividad hepatica en animales ayunados mostrb una evolucion similar
a la causada por la dieta rica en colesterol, aunque la respuesta, en este
caso fue inmediata. Seglin puede verse en la fig. 17, la actividad a las tres
horas de 1a retirada de alimento descendidé ya a un 65 % y continud hacién-
dolo hasta la mitad del periodo luminoso, estabilizdndose entonces en unos
niveles superiores a los alcanzados en el caso de la dieta de colesterol,
aunque por debajo del nadir correspondiente de ios animales controles.
Durante el segundo dia la actividad mostrd una ligera tendencia a aumentar,
aunque puede considerarse que, al menos durante el periodo observado,

el ritmo quedd practicamente abolido como consecuencia del ayuno.

4,2.3.2.- Influencia en duodeno

La respuesta de la reductasa duodenal! ante esta nueva situacidén
fue igualmente de inhibicibén acentuada, ya desde el primer momento (tabla 16).
Como se aprecia en la fig, 18 el ritmo queda, también en este caso, prac-

ticamente abolido durante las 48 horas siguientes a la privacion de alimento.
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Fig. 17.- Influencia del ayuno sobre la evolucion diurna de la HMG-CoA
reductasa hepatica en pollos de 11 dfas .

Cada punto representa el valor medio de cuatro determinaciones i‘ S, E. M.
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Fig. 18.- Efecto del ayuno sobre la evolucién diurna de la HMG-CoA reduc—
tasa duodenal en pollos de 11 dias. ( ® ) controles; ( a4 ) tratados. Cada
punto representa el valor medio de cuatro determinaciones + S, E. M.
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4, 2.3.3.- Influencia en cerebro

La ausencia de respuesta de la HMG-CoA reductasa sigue siendo la carac-
teristica mas notable en el caso del cerebro (tabla 17). La fig. 19 muestra
la estrecha correlacidn existente entre las actividades controles y las pro-

cedentes de animales ayunados.
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Fig. 19.- Influencia del ayuno sobre la evolucién diurna de la HMG-CoA
reductasa cerebral en pollos de 11 dias ( ® ) controles; ( 4 ) tratados. Ca-
da punto representa el valor medio de cuatro determinaciones +s. E. M.
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4. 3. - VARIACIONES DIURNAS DE LA INCOR-
PORACION DE ]4C - ACETATO A LIPI-
DOS INSAPONIFICABLES.INFLUENCIA

DE LA ALIMENTACION

En las experiencias descritas a continuacién se han hecho
determinaciones sisteméaticas de incorporacibén de 1 C - acetato a lipi-
dos insaponificables (estimador frecuentemente utilizado de la velocidad
de la ruta biosintética del colesterol), bajo situaciones anflogas a las
utilizadas para la HMG-CoA reductasa: animales alimentados con dieta

estandar, alimentados con dieta rica en colesterol y ayunados.

4.3.1.- Cambios de la radiactividad incorporada en animales alimentados

con dieta estandar

Para poder confrontar los valores de actividad diurna de la
HMG-CoA reductasa hepatica y duodenal se llevaron a cabo, durante un
ciclo completo, incorporaciones de 140 acetato sobre ambos 6rganos, en
pollos de 11 dias alimentados con dieta equilibrada estandar hasta el mo-
mento del sacrificio. Las incorporaciones se realizaron sobre cortes finos
de higado y fragmentos de asa duodenal, segln el procedimiento descrito

en el apartado 3. 2. 2.

Las pruebas preliminares de incorporacidon llevadas a cabo en
cerebro no fueron satisfactorias. Es posible que, dadas las caracterfisticas

estructurales del tejido, la preparacidon de cortes finos acarrease una gran
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destruccion celular, hecho que podria explicar la escasa reproductividad
de los datos obtenidos. Por esta razbén se abandond el estudio paralelo de

incorporacién de acetato en este é6rgano.

4.3.1.1.- Cambios en higado

L.os resultados obtenidos en higado (tabla 20), manifiestan
la existencia de un ritmo diurno de incorporacidn cuyo cenit se encuentra
hacia la mitad del periodo luminoso y es 8.93 veces mayor que el nadir,

situado hacia el final de la fase oscura.

4,3,1.2. - Cambios en duodeno

También se han encontrado variaciones diurnas en la incor-
.. 14
poracion de C - acetato por fragmentos de asa duodenal (tabla 21). La
maxima velocidad de incorporacibn tiene lugar hacia la mitad de periodo lu-

minoso y es 2. 18 veces superior a la minima registrada.

4,3, 2. - Efecto del colesterol suplementado a la dieta.

Animales de 11 dias alimentados hasta entonces normalmente,
se sometieron desde el comienzo de la fase luminosa a una dieta estandar
suplementada con colesterol al § % . Periddicamente y durante las 48 horas
siguientes se determinaba la velocidad de incorporacidon de 14C —acetato

a lIpidos insaponificables en cortes de hfgado y fragmentos del tracto
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TABLA 20

Evolucidn diurna de la incorporacibn de 14C’-acetato a ii-
pidos insaponificables en cortes delgados de higado de pollos de 11 dfas
Se indica el ciclo de iluminacién y la hora a la que fueron sacrificados
los animales. Las velocidades de incorporacidén se expresan como me-
dias de cuatro valores + S. E. M.

Ciclo de iluminacidén

Hora tiempo de Acetato incorporado
del dfa ) exposicidn (nmoles x g—] X h_l)
\
08:00 11 § 1.5851 0. 082
11:00 2 5.474 t1.073
16:00 7 14.1611 1. 440
23:00 2 § 4.924%0.213
N
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TABLA 21

Evolucién diurna de la incorporacidn de laC—acetato a
Ii{pidos insaponificablees en fragmentos de asa duodenal de pollos de 11
dias. Se indica el ciclo de iluminacidén y la hora a la que fueron sacrifi-
cados los animales. Las velocidades de incorporacidon se expresan como
medias de cuatro valores + S. E. M,

Ciclo de iluminacibén

hora tiempo de Acetato incorporado

del dia exposicidn (nmoles x g_1 x h_1)

08:00 11 § 0.753t 0.092

11:00 2 0.9981* 0.174

16. 00 7 1.285+ 0,162

23:00 2 § 0.596 * 0. 030
N
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duodenal. L_os resultados obtenidos son los siguientes:

4,3.2.1.- Efecto en higado

El efecto de la dieta rica en colesterol sobre la incorpora-
cidn de acetato en hfgado se recoge en la tabla 22. En la fig. 20 se pre-
sentan estos valores junto a los correspondientes controles. Se observa una
drastica supresidn de las variaciones diurnas que afecta tanto al cenit como
al nadir, de tal modo que a las 8 horas de tratamiento la velocidad de incor-
poracidon fue del 14 % respecto a los controles y a las 15 horas, del orden

del 20 9.

4,3,2.2.- Efecto en duodeno

La influencia del colesterol de la dieta sobre la incorpora-
cién en duodeno es igualmente rapida aunque menos acusada. Como puede
verse en la fig. 21 y en los datos de la tabla 23 durante ambos ciclos per-
siste un ritmo disminuido de incorporacidn cuyos valores se mantienen para
casi todos los puntos entre el 50 y el 75 % de los valores controles, pero

cuya amplitud permanece practicamente intacta.

4, 3. 3. - Efecto del ayuno

Finalmente se ha determinado la velocidad de incorporacion

de M‘C —~acetato a |fpidos insaponificables en cortes de higado y en duodeno
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TABLA 22

Influencia q%Ia dieta suplementada con colesterol al 5 % so-
bre la incorporacion de C-acetato a Iipidos insaponificables en cortes
de higado de pollos de 11 dias. Se indica el ciclo de iluminacién asi como
la hora a la que fueron sacrificados los animales, y el tiempo de tratamien
to. L.as velocidades de incorporacidn se expresan como valores medios de
cuatro determinaciones +S. E. M.

Ciclo de iluminacién

hora tiempo de Acetato incorporado hora de

del dia exposicion (nmoles ><Ag_1 X h-l) tratamiento
\

08:00 11 1.585% 0. 082 0
N

11:00 2 1.3161+ 0.100 3

16:00 7 2.924+ 0. 363 8
N

23:00 2 § 0.720t 0,108 15

08:00 11 \ 0.215+ 0.031 24
§ t

11:00 2 1.652+ 0.073 27

16. 00 7 1.362+0.315 32

| N

23:00 2 § 0.050*t 0.002 39

N
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Fgg. 20. - Influencia de la dieta sobre la velocidad de incorporacién de

C-acetato a Ifpidos insaponificables por cortes de hfgado. Pollos de

11 dfas de edad. ( ® ) controles; ( A ) tratados. Cada punto represen-
ta el valor medio de cuatro determinaciones *+ S. E. M.



do
)

3

rpor
-?xh

Acetato inc
(nmoles x g

-209-

L2}

. r

.4}

(] 1 ] 1 I 1 1 1 1

3 1 1§ 23 [] 11 18 23
LU2Z | 0ScC. | LUZ | I

hora del
dia

Fig. 21.- Efecto de la dieta sobre la velocidad de incorporacidn de ML'C_—

acetato a llpidos insaponificables por fragmentos de asa duodenal. Pollos
de 11 dfas de edad ( e ) controles; ( 4 ) tratados. Cada punto representa
el valor medio de cuatro determinaciones + S, E. M.
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TABLA 23

Influencia de dieta suplementada con colesterol al 5 %
sobre la incorporacién de C-acetato a lipidos insaponificables en frag-
mentos de asa duodenal de pollos de 11 dias. Se indica el ciclo de ilumi-
nacidén asf como la hora a la que fueron sacrificados los animales, y el
tiempo de tratamiento. Las velocidades de incorporacidon se expresan
como valores medios de cuatro determinaciones t S. E. M.

Ciclo de iluminacidon

hora tiempo de Acetato incorporado hora de
del dia exposicibn (nmoles c g_lx h—1) tratamiento
N

08:00 11 § 0.75310.092 0
11:00 2 0.601t 0. 041 3
16:00 | 7 0.956 1 0. 089 8
23:00 2 § 0.318 +0. 004 15
08:00 11 § 0.191 1 0.033 24
11:00 2 0.519 +0.087 27
16:00 7 0.71810.197 32




-211-

de pollos ayunados,durante las 48 horas posteriores a la privacion de
alim?nto. Esencialmente el disefio experimental fue el mismo que se des-
cribe en el apartado 4.2.3. A continuacién se exponen los resultados ob-

tenidos para cada uno de los dos dérganos.

4.3.3.1.- Efecto en higado

L.a incorporacidn por cortes de hfgado, en pollos ayunados
muestra , durante el periodo registrado, un comportamiento idéntico al
detectado para este drgano en el caso de la dieta rica en colesterol (tabla 24)
La prontitud de la respuesta, la supresidn total de ritmo y el mantenimiento
de unos niveles constantemente inferiores a los minimos controles son los

rasgos méas caracterfisticas de este efecto (fig. 22),

4,3.3.2. - Efecto en duodeno

Los datos sumarizados en la tabla 25 asf como la curva co-
rrespondiente de la fig. 23 muestran que también en duodeno existe un
gran paralelismo entre la respuesta al ayuno y la respuesta al colesterol
de la dieta. Para pollos ayunados siguen persistiendo las variaciones diur-
nas, aunque muy disminuidas y, en general los valores son algo inferiores

a los observados para el caso de la dieta.
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TABLA 24

Influencia del ayuno sobre la incorporacién de 14C-ace—
tato a Ifpidos insaponificables en cortes de hfgado de pollos de 11 dfas.
Se indica el ciclo de iluminacién asl como la hora a la que fueron sacri-
ficados los animales, y el tiempo de tratamiento. Las velocidades de in-
corporacidon se expresan como valores medios de cuatro determinaciones

+ S. E. M.

Ciclo de iluminacidon

Hora tiempo de Acetato incorporado shora de
del dia exposicion (nmoles x g_]x h_') tratamiento
\
08:00 11 1.585 L 0.082 0
\
11:00 2 2.109 to0. 278 3
16:00 7 0.242 +0.004 8
N
23:00 2 § 1.544 % 0, 256 15
08. 00 11 § 0.487+0.135 24
11:00 2 0.868 £ 0. 315 27
16:00 7 0.759 +0.050 32
N
23:00 2 § 0.040 f 0,001 39
N
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Fig. 22.- Efecto del ayuno sobre la velocidad de Incorporacion de C-

acetato a lipidos insaponificables por cortes de higado. Pollos de 11 dias

de edad ( ® ) controles; ( 4 ) tratados. Cada punto representa el valor
medio de cuatro determinaciones = S. E. M,
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TABLA 25

4
C-acetato

a |fpidos insaponificables en fragmentos de asa duodenal de pollos de 11
dias. Se indica el ciclo de iluminacién asf como la hora a la que fueron
sacrificados los animales, y el tiempo de tratamiento. L.as velocidades
de incorporacibn se expresan como valores medios de cuatro determina-

ciones + S. E. M.

Ciclo de iluminacibn

Hora tiempo de Acetato incorporado hora de

del dia exposicidn {(nmoles x g—l x h_l) tratamiento
\

08:00 11 § 0.753 10,092 0

11:00 2 0.53110.042 3

16:00 7 0.765% 0. 047 8
N\

23:00 2 § 0.227 +0.067 15

08:00 " § 0.125 +0. 049 24

11:00 2 0.265% 0,080 27

16:00 7 0.450%1 0,027 32
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Fig. 23.- Efecto del ayuno sobre la velocidad de incorporacibon de ]&C-

acetato a Ifpidos insaponificables por fragmentos de asa duodenal. Pollos
de 11 dias de edad. (e ) controles; ( A& ) tratados. Cada punto representa
el valor medio de cuatro determinaciones I s.E. M.
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4. 4. - INFLUENCIA DEL AYUNO Y DE LA SUPLE-

MENTACION DE COLESTEROL EN LA DIETA

SOBRE LA COMPOSICION DE LAS MEMBRA-

NAS MICROSOMALES . EVOLUCION A LO
LARGO DEL DIA

La posibilidad de que, parte de la regulacién de la biosfn-
tesis del colesterol pueda interpretarse como el resultado de interacciones,
mas o menos especfficas, entre las enzimas con carfcter microsomal de
la ruta, y mas concretamente la HMG-CoA reductasa, y moleculas lipfdi-
cas de su entorno, nos ha llevado a considerar el estudio sistemético del
contenido en colesterol y fosfollpidos de las membranas microsomales bajo
el efecto, tanto del ayuno como de la dieta suplementada con colesterol al
5 % . Los resultados obtenidos para cada uno de los tres 6rganos estudia~

dos, hfgado, tracto duodenal y cerebro, se sintetizan a continuacibn:

4. 4, 1. — Microsomas del higado

4.4.1.1.- Variaciones del contenido en colesterol total, libre y esterificado

En la tabla 26 se han recogido los valores microsomales hepa-

ticos de colesterol total, librey esterificado medidos en pollos de 11 dias.
Los tratamientos se aplicaron de forma idéntica a la descrita en los aparta-

dos 4.2.2. y 4.2.3.



TABLA 26

Efecto del ayuno y de la suplementacidén de colesterol al
5% en la dieta sobre el contenido en colesterol total, libre y esterificado

de microsomas hepaticos. Pollos con 11 dias de edad. h = hora del dia;
t. de exp. = horas de exposicién a la luz ([J) 6 a la oscuridad (&) en el
momento del sacrificio; C. tot. = colesterol total; L= colesterol libre;

E =

dentes de cinco animales.
media; P

dio control.

X +S. E. M., =
= nivel de significacidon de la t de Student con respecto al prome-

colesterol esterificado; h. t. = Horas de tratamiento. Valores proce-
valor promedio t error de la

C. ilum. Dieta estandar Dieta + colesterol Ayuno
t. de C. tot. L E C. tot. L E C. tot. L E
-1 -1 -1
h. exp. (pgxmgP ) (%) (%) (axmgP ) (%) (%) (Mgx mgP ) (%) (%) h.t
s
08.0C 11 § 35.7 84,1 15.9 -— - —— -— - - 0
12:00 3 25.7 71. 4 28.6 28. 4 65.5 34.5 27.7 81.9 18.1 4
15:00 6 29.8 76.9 23.1 43.1 62.5 37.5 23.7 83. 4 16.6 7
23:00 2 § 27.0 73.7 26.3 47.5 63.2 36.8 32.2 83. 4 16.6 15
08:00 11 § 37.6 89.6 10. 4 47.0 75.6 24. 4 21.8 84. 4 15. 4 24
12:00 3 21.9 71.4 27.6 45.9 69. 2 30.8 - — - 28
15:00 5] 23,3 83.3 16.7 42. 4 58.3 41.7 17.8 79.9 20. 1 31
23:00 2 :\% 37.9 83.3 16.7 56.2 65.0 35.0 30. 4 81.9 18.1 39
Xt s E.M. 29.9 79. 2 20,7 44.4 65. 6 34. 4 25.6 82.5 17.5
: 4 : : * : + : :
2.3 2.4 2.3 3.2 21 2.1 2.2 0.6 0.6
P <0. 01 <0.01 <0.01 <0. 40 <0. 40 <0. 4

-L1lT-
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En la fig. 24 se han representado los datos de colesterol
total. No se aprecian, en ninglin caso, variaciones diurnas de concentra-
cidén; por el contrario, los valores son practicamente constantes durante las
48 horas en que fueron observados. L as diferencias entre los valores me-
dios no son estadisticamente significativas para los animales ayunados
(tabla 26). En los animales tratados con la dieta de colesterol, la concen-
tracién microsomal media de colesterol total sufrid un incremento estadis-
ticamente significativo, patente ya a las 7 horas de comenzar el tratamien-

to, que se estabilizd después, durante el periodo estudiado.

LLos porcentajes de colesterol libre y esterificado, como
puede apreciarse en la fig. 25, no mostraron variaciones correlacionadas
con la hora del dia. Esencialmente, los pollos ayunados tampoco presenta-
ron diferencias significativas respecto a los controles, manteniéndose en
ellos unos niveles del orden del 80 % para el libre y el 20 % para el esteri-
ficado. En los pollos tratados con dieta rica en colesterol, el porcentaje de
colesterol libre se r;edujo significativamente hasta un 65 % a expensas del

esterificado, que alcanzd asi un 35 %, aproximadamente.

4.4.1.2.- Variaciones del contenido en fosfollpidos totales y en fosfatidil-

colina, fosfatidiletanolamina, esfingomielina, y fosfatidilinositol

Fosfollpidos totales. - Los niveles encontrados de f6bsforo lipfdico total

para microsomas hepaticos se muestran en la tabla 27 y se han representa-
do graficamente en la fig. 26. En los animales controles el nivel de fosfo-
ro es practicamente constante a cualguiera de las horas estudiadas, mantenién-

dose en torno a 8 Mg por mg de proteina. LLos pollos alimentados con dieta rica
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Fig. 24.- Influencia del ayuno y del colestero! de la dieta sobre el conte—

At — - -’ . M
nido en colesterol total de los microsomas hepéaticos. (—— ) animales con-

troles; (---) animales alimentados con una dieta suplementada con coleste-
rol al 5%;(--+-) animales ayunados. Los tratamientos se iniciaron a las 8
horas del primer ciclo.
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Fig. 25.- Efecto del ayuno y del colesterol de la dieta sobre la composi-
cidbn porcentual en colesterol libre ( @ ) y esterificado ( m) de los microso-
mas hepaticos. (—) animales controles; (---) animales alimentados con una

dieta de colesterol al 5 %; (------) animales ayunados. Los tratamientos se
iniciaron a las 8 horas del primer ciclo
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_TABLA 27

Cambios en el contenido de fosforo lipidico total de microso-
mas hepéaticos, inducidos por el ayuno y por una diéta de colesterol al 59,.
Pollos de 11 dfas. C. ilumin = ciclo de iluminacidn; h = hora del dia; t.
de exp = horas de exposicién a la luz ([]) o a la oscuridad (g) en el mo-
mento del sacrificio; h = hora trat. = horas de tratamiento. Los valores
se han obtenido a partir de cinco animales. X + S. E. M. = valor prome-
dio + error de la media; P = nivel de significacién de la t de Student con
respecto al promedio de los controles.

C. ilumin, Fosforo total (pug x mg pr-oteina_])
tiempo de Dieta Dieta + hora
H exposicidn estandar colest. ~Ayuno trat.
§\
08:00 11 § 9.1 - — 0
12:00 3 8.0 3.7 8.8 4
15:00 6 9.0 4,5 8.7 7
3
23:00 2 % 9.0 6.7 11. 4 15
08:00 11 \ 8.3 6.0 8.6 24
N
12:00 3 7.7 4,6 - 28
15:00 6 5.3 4.4 6.7 31
\
23:00 2 9.0 6.7 11.0 39

X T s.E.M. 8.2%0.4 5.2+0.5 9.2%0.7
P <0.01 <0.40
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Fig. 26.- Contenido en f6sforo lipfdico total de microsomas hepéaticos de
pollos alimentados con dieta estandar (——); con dieta suplementada con co-

lesterol al 5 % f---) y privados de alimento (-:--}. Los tratamientos se ini-
ciaron a las 8 horas del primer ciclo.
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en colesterol muestran, a lo largo del intervalo observado, valores infe-
riores de fosforo lipfdico, mas acusados durante el periodo luminoso, y
cuyo promedio es de 5/ug por mg de proteina. En los animales ayunados,
sin embargo, el valor promedio no presenta diferencias significativas res-

pecto al de los controles.

Fosfollpidos mayoritarios. - A continuacién se procedid a evaluar cada

fosfolfpido por separado. Las concentraciones de fé6sforo procedentes de
fosfatidilcolina, fostadiletanolamina, fosfatidilinositol y esfingomielina se
recogen en la tabla 28 y la contribucién porcentua! de cada uno de ellos
en la tabla 29. Como puede verse en ellas, los valores obtenidos de los

animales controles se mantienen relativamente constantes.

Los animales tratados con dieta de colesterol, presentan
niveles medios inferiores a los controles en todos los fosfolipidos estudia-
dos, destacando sobre todo los de fosfatidilcolina,cuyos valores més bajos
correspondieron al periodo luminoso del ciclo (fig. 27). No obstante, los
porcentajes relativos de cada uno de ellos no mostraron cambijos importan-

tes respecto a los valores controles (fig. 28).

En los animales ayunados, los valores de fosfatidiletanola-
mina aparecen incrementados respecto a los de animales alimentados; asi-
mismo se presentan niveles de esfingomielinas ligeramente mayores en to-
dos los puntos, no obstante, las diferencias encontradas son, en este Ulti-
mo caso, de menor cuantfa y en términos absolutos, poco importantes
(fig. 27). Hay que sefialar tambiénA que los cambios habidos en las contri-
buciones porcentuales medias de cada fosfollpido fueron;en todos los casos,

inferiores al 7 % (fig. 28).



_TABLA 28

Efecto del ayuno y del colesterol de la dieta (5% ) sobre el
contenido de los microsomas hepaticos en esfingomielina (SM ) ; fosfatidil-

colina (PC); fosfatidilinositol (Pl) y fosfatidiletanolamina (PE). C.
ciclo de iluminacién; h . hora del diaj t.
alaluz ([J) o ala oscuridad ( ) en el momento del sacrificio; h. t. =

itum =

de exp. = horas de exposicidén

horas de tratamiento. Valores obtenidos a partir de cinco animales X “_’
S. E. M. = valor promedio + error de la media P = nivel de significacién

de la t de Student con respecto al promedio de los controles

Fbsforo lipidico

(pg x mg proteina

)

C. ilum. Dieta estandar Dieta + colestercl Ayuno
t. de
h exp. =M PC P PE SM PC P PE SM PC P PE___h.t
08:00 11 § 0.18 4. 11 0.27 2.33 - -— - -— -— - -— - 0
N\
12:00 3 0.38 4.73 0.14 1.79 0. 29 2.45 0.11 1.03 0. 58 5.09 0.64 2.56 4
15:00 6 0.24 5. 38 0.48 1.90 - 3.14 0.07 1.50 0.92 4.52 0. 30 2.53 7
23:00 2 § 0. 21 5.10 0.29 1.10 0.25 3.96 0.17 1.22 0.87 6. 41 0. 41 3.43 15
08:00 11 § 0. 27 4.97 0.39 1.90 0.14 3.91 0.08 1.56 0. 68 4. 99 0.23 2.29 24
12:00 3 0. 36 4. 01 0.37 1.54 0.05 2.91 0.14 0.72 —— - - - 28
15:00 6 0.34 4.47 0.52 2.28 0.08 2.31 0.03 1.10 0. 47 3.3 0.25 2.09 3
23:00 2 § 0.32 3.93 0. 61 1.82 0.08 3.80 0.19 1.62 0.73 6. 86 0.32 3.10 39
X+ S. E. M. 0. 29 4,59 0.38 1 .83 0.15 3.21 0. 11 1.25 0.71 5.19 0. 36 2.67
N : : * t : : : : : : : :

0.03 0.19 0.05 0.14 0.04 0. 26 0.02 0.12 0.07 0.53 0.06 0.21

P <0.02 <0.01 <0.01 <0. 01 <0.01 <0. 30 <0.80 <0.01

—h2Zec—



TABLA 29

Influencia del ayuno y del colesterol de la dieta sobre la com-
posicién porcentual en fosfolipidos mayoritarios de las membranas microso~
males hepéaticas. SM = esfingomielina; PC = fosfatidilcolina; Pl = fosfati-
ditinositol; PE = fosfatidiletanolamina; C. ilum. = ciclo de iluminacién; h =
hora del dia; t. de exp. = horas de exposicidn alaluz { []J) o ala oscuri-
dad (§) en el momento del sacrificio; h. t. = horas de tratamiento. Valo-
res procedentes de cinco animales. X t s. E. M. = valor promedio +
error de la media. P = nivel de significacion de la t de Student con r-espec-
to al promedio de los controles

Fosforo tipfdico (%)

. ilum. Dieta estandar Dieta + colesterol Ayuno
t. de
h exp. SM PC Pl PE SM PC Pl PE SM PC Pl PE h.t.
08:00 11 2.6 59.6 3.9 33.8 - - - - - — - _— 0
12:00 3 5.4 67. 2 2.0 25. 4 7.5 63.1 2.8 26.5 6.5 57. 4 7.2 28.9 4
15:00 6 3.0 67.3 6.0 23.7 - 66,7 1.5 31.8 11.1 54.6 3.6 30.6 7
23:00 2 3.1 76.1 4,3 16. 4 4,5 70.7 3.0 21.8 7.8 57.6 3.7 30.8 15
08:00 11 3.6 66. 0 5.2 25.2 2.5 68.7 1.4 27. 4 8.3 60.9 2.8 28.0 24
12:00 3 5.7 63.8 5.9 24,5 1.3 76. 2 3.7 18.8 - - - - 28
15:00 6 4,5 58.7 6.8 30.0 2.3 65. 6 0.8 31.2 7.7 54,0 4.1 34.2 31
23:00 2 4.8 58.8 9.1 27.2 1.4 66. 8 3.3 28.5 6.6 62.3 2.9 28.1 39
X '_’_' S, E. 4.1 64,7 5.4 25.8 3.2 68. 2 2.4 26. 6 8.0 57.8 4.0 30.1
x b ha * el * al > b hat b bl

0.4 2.1 0.7 1.8 1.0 1.6 0.4 1.8 0.7 1.3 0.7 1.0

P <0. 50 <0.30 <0.01 <0. 80 <0. 01 <0.05 <0.30 <0.10

-G27-
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Fig. 27.- Contenido en fosfolipidos mayoritarios de microsomas hepéaticos
de pollos alimentados con dieta estandar ( ), dieta suplementada con
colesterol al 5 % ---) y privados de alimento (-++:--- ) SM = esfingomielina;
PC = fosfatidilcolina; Pl = fosfatidilinositol; P= = fosfatidiletanolamina.

Los tratamientos se iniciaron a las 8 horas del primer ciclo.
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Fig. 28.- Composicibén porcentual en fosfollpidos mayoritarios de microso-

mas hepaticos de pollos alimentados con dieta estandar ( ); dieta suple~
mentada con colesterol al 5 % ¢---) y privados de alimento ¢:+:-). SM = es-
fingomielina; PC = fosfatidilcolina; Pl = fosfatidilinositol; PE = fosfatidile-
tanolamina. Los tratamientos se iniciaron a las 8 horas del primer ciclo.
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4.4,2. 3. - Variaciones en la relacién molar colesterol / fésforo lipidico

Seqglin se desprende de los valores contenidos en la tabla 30,
tampoco la relacién molar colesterol / fésforo lipidico muestra variaciones
importantes a lo largo del dia en los animales alimentados con dieta estandar

manteniéndose aproximadamente constante en torno a un valor de 0. 3 (fig. 29).

Este cociente sufre sin embargo, en los animales alimenta-
dos con dieta rica en colesterol, un fuerte incremento que se manifiesta ya
claramente,a las cuatro horas del comienzo del tratamiento, tendiendo lue-
go a estabilizarse en un valor proximo a 0.7, aunque con diferencias hora-
rias que tienden a presentar valores méaximos hacia la mitad del periodo

luminoso.
Los animales sometidos al ayuno presentan, a lo largo del

periodo estudiado, valores mucho mas préoximos a los controles, aunque

ligeramente mas bajos, que tienden a estabilizarse alrededor de 0, 2 (fig. 29)

4. 4. 2. - Microsomas de duodeno

4.4.2.1.- Variaciones del contenido en colesterol total,libre y esterificado

Los niveles microsomales de colesterol total en este tejido
no muestran cambios diurnos significativos (tabla 31), Estos valores se man-

tienen alrededor de 35 Mg por mg de proteina y no son afectados por la die-
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TABLA 30

Efecto del ayuno y del colesterol de la dieta sobre la razén
molar colesterol / fosforo lipidico (C/P) en microsomas hepéaticos de po-

llos de 11 dias. C.

ilum. = ciclo de iluminacibn;

h= horas del dia; t. de

exp.= horas de exposicién ala luz ( []) o a la oscuridad ( ) en el mo-
mento del sacrificio; hora trat. = horas de tratamiento. Valores proce-
dentes de cinco animales. X T s. E. M. = valor medio + error de la me-
dia. P = nivel de significacién de la T de Student respecto al promedio

de los controles.

C. ilumin. Fraccién molar C/P
tiempo de Dieta Dieta 4 Ayuno hora
H exposicion estandar colesterol tratamiento
\
08:00 11 § 0.314 - - 0
12.00 3 0. 257 0.614 0. 252 4
15:00 6 0. 265 0,766 0. 218 7
23:00 2 § 0. 240 0. 567 0. 226 15
08:00 11 \\§ 0. 362 0.627 0. 203 24
12:00 3 0.227 0. 798 - 28
15:00 6 0. 352 0.771 0.212 31
23:00 2 § 0, 337 0.671 0. 221 39
N
X +t S.E.M, 0. 294 0. 688 0. 222
* * +
0.019 0.034 0. 007
=) ' <0. 01 <0. 01
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Fig. 29. - Influencia del ayuno y de la suplementacidén de colesterol en la
dieta sobre la fraccién molar colesterol / fosforo lipfdico en microsomas
hepéticos. ( ) animales controles; (----) animales alimentados con dieta

de colesterol; (---9) animales privados de alimento.



TABLA 31

Efecto de! ayuno y de la suplementacién de colesterol al 5 %
en la dieta sobre el contenido en colesterol total, libre y esterificado de
microsomas duodenales. Pollos con 11 dias de edad. h = hora del dia;

t. de exp. = horas de exposicidon a la luz ([[]J) 6 a la oscuridad () en el
momento del sacrificio; C. tot . = colesterol total; L = colesterol libre;
E = colesterol esterificado; h.t. = horas de tratamiento. Valores proce-
dentes de cinco animales. X+ S. E. M. = valor promedio + error de la
media; P = nive! de significacion de la t de Student con r‘es-pecto al pro-
medio control.

C. ilum. Dieta estandar Dieta + colesterotl Ayuno
t. de C. tot. L E C. tot. L E C. tot. L E
-1 -1 -1
h. exp. wgxmgP ) (%) (%) (pgxmgP ) (%) (%) wgxmgP ) (%) (%) b
08:00 ] § 36. 1 87.2 12.8 —— —— - —— _— —— 0
12:00 3 28.6 78. 4 21.6 37.3 87.4 12.5 33.1 74.5 25.5 4
15:00 6 38.3 88. 4 11.6 29.3 100 0 36.6 83.3 16.7 7
23:00 2 § 36. 4 100 0 42,1 88.3 11.7 37.3 83.3 16.7 15
08:00 1 34.5 100 0 35.1 100 0 59.8 85. 7 14. 3 24
12:00 3 32.8 82.6 17. 4 35.8 78. 4 21.6 41.2 79. 2 20.8 28
15.00 6 35.6 82.8 17. 2 24,1 72.7 27.3 — —_——— -— 3
23:00 2 38.7 100 0 41.7 68.3 31.6 50. 4 83.3 16.4 39
X T S.E.M. 351 89.9 16. 1 35.1 85.0  20.9 43,1 81.5 18.4
+ + + i + t : +_ :
1.1 3.1 1.8 2.4 4.7 3.9 4.1 1.6 1.6
=] <0, 90 <0.50 <0.30 <0.10 <0.10 <0.50

—-lgeg-
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Fig. 30.- Influencia del ayuno y del colesterol de la dieta sobre el con-
tenido en colesterol total de los microsomas cuodenales. (——) animales
controles ; £---) animales alimentados con una dieta suplementada con

colesterol al 5 %P; (... ) animales ayunados. Los tratamientos se inicia-
ron a las 8 horas del primer ciclo.
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ta rica en colesterol (fig. 30). La incidencia del ayuno es también escasa.
No obstante, a partir de las 15 horas de tratamiento se observa , en este
Gltimo caso, un incremento que aunque estadisticamente significativo en

promedio, es cuantitativamente pequefio.

La composicién en colesterol libre y esterificado gira en
torno al 90 % y 10 % respectivamente (tabla 31), mostrando ligeras varia-
ciones horarias, que tienden a reducir estas diferencias hacia la mitad de
la fase luminosa. Los tratamientos de dieta de colesterol y ayuno presen-
tan tendencia, asfmismo, a acercar levemente estos porcentajes a partir
de las 15 horas de tratamiento (fig. 31), aunque, en promedio, las diferen-

. e . . o e .
Clas encontradas no son estadisticamente significativas.

4.4.2.2. - Variaciones del contenido en fosfolipidos totales y en fosfatidil-

colina, fosfatidiletanolamina, esfingomielina y fosfatidilinositol

Fosfollpidos totales. - La caracterfistica méas prominente de los datos de fds-

foro liplfdico, recogidos en la tabla 32 es su escasa variabilidad, tanto en
funcion de la hora del dia como en funcibn de los tratamientos aplicados. Los
valores se sitGlan en torno a 7 M9 por mg de proteina y como puede apreciar-
se en la fig. 32 se mantienen relativamente constantes a lo largo del perio-

do estudiado.

Fosfollpidos mayoritarios.- Tampoco los niveles de fosfatilcolina, fosfatidil

etanolamina, esfingomielina y fosfatidilinositol, presentan cambios impor-

tantes en el tiempo, o como consecuencia de los tratamientos aplicados

(tablas 33 y 34). Hay que destacar, no obstante, que tanto en animales
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Fig. 31.- Efecto del ayuno y del colesterol de la dieta sobre la composicion
porcentual en colesterol libre (® )y esterificado ( ® ) de los microsomas
duodenales. (—) animales contrcles; ----) animales alimentados con
una dieta de colesterol al 5 %; (----+:) animales ayunados. Los tratamien-

tos se iniciaron a las 8 horas del primer ciclo



TABLA 32

Cambios en el contenido de fésforo lipfdico total de micro-

somas duodenales, inducidos por el ayuno y por una dieta de colesterol

al 5% Pollos de 11 dfas. C. ilumin

ciclo de iluminacidon; h = hora del

dfa; t. de exp = horas de exposicidén a la luz ([]) o a la oscuridad ( )
en el momento del sacrificio; hora trat. = horas de tratamiento. L.os va-

lores se han obtenido a partir de cinco animales.
promedio T error de la media P = nivel de significacién de la t de Student
con respecto al promedio de los controles.

X Tt s, E. M.

valor

C. ilumin. Fosforo total ( pg x mg pr‘oteina—l)
tiempo de Dieta Dieta + hora
H exposicibn estandar colesterol Ayuno tratamiento
\
. \
08:00 11 § 8.6 - - 0
12:00 3 6.8 6.3 6.6 4
15:00 6 8.4 6.7 7.1 7
23:00 2 § 9.0 8.5 6.9 15
08:00 11 § 6.9 6.4 8.7 24
12:00 3 8.5 6.4 6.0 28
15:00 6 7.3 5.4 - 31
N
23:00 2 § 7.2 7.8 7.5 39
N
X + S.E.M. 7.810.3 6.8t0.4 7.1to0.4
P <0,10 <0, 20
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Fig. 32. - Contenido en fosforo lipidico total de microsomas duodenales
de pollos alimentados con dieta estandar ¢ ); con dieta suplementada

con colesterol al 5 % ¢---); y privados de alimento (++--?}. Los tratamien-

tos se iniciaron a las 8 horas del primer ciclo.



TABLA 33

Efecto del ayuno y del colesterol de la dieta (5% ) sobre el
contenido de los microsomas duodenales en esfingomielina (SM); fosfatidil-
colina (PC); Fosfatidilinositol (Pl) y fosfatidiletanolamina (PE). C. ilum =
ciclo de iluminacién; h=hora del dfaj t. de exp. = horas de exposicidn
alatuz ([J) o alaoscuridad(§) en el momento del sacrificio; h. t. =
horas de tratamiento. Valores obtenidos a partir de cinco animales X +
S. E. M. = valor promedio t error de la media P = nivel de significacidn
de lat de Student con respecto al promedio de los controles

Fosforo lipfdico (pg x mg proteina_])
C. itum. Dieta estandar Dieta + colesterol B Avyuno
t. de -
h exp SM PC Pl PE SM PC Pl PE SM PC Pl PE h.t
08:00 11 .86  3.34  0.52  1.40 - - - . - - - - 0
12:00 3 .76 2.25 0. 38 1.67 0. 35 2.17 0.08 1.65 0.82 2. 31 0 1.52 4
14. 00 6 . 40 3.90 0. 39 2.15 0.61 2.96 0.03 1.83 0.79 3.96 0 1.58 7
23:00 2 .97 3. 41 0. 86 2.50 0.99 4,22 0. 20 2.51 0.55 3.91 ¢} 1.81 15
08:00 11 .69 3. 11 0. 35 2.02 0.79 3.0t 0 1.97 1.01 4, 5 0 2.54 24
12. 00 3 .74 3.92 0.14 1. 29 0.59 3.34 0 1.78 0.83 3.54 0 1. 81 28
15:00 6 .75 3.50 0. 35 1.66 0. 34 2.72 0 1.39 - - o] - 31
23:00 2 .74 3.47 0.37 1. 61 1.64 4. 30 0 2. 46 1.17 5.03 o] 2.57 39
X+tS, E. M. 0.86 3.36 0.42 1.79 0.76 3.25 0.04 1.94 0. 86 3.88 o] 1.97
al b ks ht hd * bt bl x l bt

0.08 0.19 0.07 0.14 0.17 0.29 0.03 0.16 0.09 0. 38 0.19

P <0.90 <0.90 <0.01 <0. 40 <0.90 <0.30 - <0.01

—LETC-



TABLA 34

Influencia del ayuno y del colesterol de la dieta sobre la
composicibn porcentual en fosfolipidos mayoritarios de las membranas
microsomales duodenales. SM = esfingomielina; PC = fosfatidilcolina;

Pt = fosfatidilinositol; PE = fosfatidiletanolamina; C. ilum. = ciclo de
iluminacidny h = hora del dfa; t. de exp. = horas de exposicidon a la
luz ([J) o a la oscuridad () en el momento del sacrificio; h. t. = horas

de tratamiento. VValores procedentes de cinco animales. X t S. E. M. =
valor promedio + error de-la media. P = nivel de significacidon de la t de
Student con respecto al promedio de los controles.

Fosforo lipldico (% %

C. ilum. Dieta estandar Dieta + colesterol Ayuno
t. de
h exp. SM PC P1 PE SM PC P1 PE SM PC Pi PE h.
N
08:00 11 §. 14.0 54.6 8.5 22.9 - - - —_ - - - - 0
12: 00 3 15.0 44.5 7.5 33.0 8.2 51.0 1.9 38.8 17.6 49.7 0 32.7 4
15: 00 6 17.9 49. 7 5.0 27. 4 11.2 54.5 0.5 33.7 12.5 62.6 0 25.0 7
23:00 2 § 12.5 44.0 11.1 32.3 12.5 53.3 2.5 31.7 8.8 62. 4 0 28.9 15
08:00 11 § 11.2 50.4 5.7 32.7 13.7 52.2 0 34.1 12.5 55.9 0 31.5 24
12:00 3 12.1 64. 4 2.3 21.2 10.3 58.5 0 31.2 13. 4 57.3 0 29.3 28
15:00 6 12.0 55.9 5.6 26.5 7.6 61.1 0 31.2 - - -— - 31
23:00 2 § 12.0 56.0 6.0 26.0 19.5 S51.2 0 29.3 13.3 57.3 0 29.3 39
AN\
xts. E. M. 13.3 52. 4 6.5 27.7 11.9 54.5 0.7 32.9 13.0 57.5 - 29. 4
hd bt * bt bl hat bl x b x ¥
0.8 2.4 0.9 1.6 1.6 1.0 0.4 1.2 1.1 1.9 1.1
<0. 40 <0.50 <0.01 <0.05 <0. 90 <0. 20 - <0. 50

—-8€¢C-
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ayunados como en animales tratados con la dieta rica en colesterol, los ni-
veles de fosfatidilinositol aparecieron significativamente disminuidos, en:
promedio, con respecto a los valores controles; de hecho, muchas de las
determinaciones fueron negativas. Sin embargo, y teniendo en cuenta la
ya muy baja concentracidon presente en los controles, estas diferencias
pudieran no ser relevantes, dado que se trabaja en el umbral inferior de
sensibilidad de la técnica analltica. Las cantidades absolutas y porcentua-

les de todas ellas se ilustran en las figs. 33 y 34.

4,4,2, 3, - Variaciones en la relacidn molar colesterol / fésforo lipfdico

En los animales controles, la relacién molar C/P se sitQa
alrededor de un valor, aproximadamente constante, de 0. 36 (tabla 35).
Este valor no se modifica significativamente para los pollos alimentados
con la dieta de colesterol, aunque aumenta lentamente en los pollos ayuna-
dos hasta algo mas de 0.5. El| efecto del ayuno se inicia casi desde el co-
mienzo y aunque, en promedio, tiene significacion estadistica, no es tan

acusado como el provocado en hfgado por la dieta de colesterol (fig. 35).

4.4, 3. - Microsomas de cerebro

4.4.3.1.- Variaciones del contenido en colesterol total, libre y esterificado

En cerebro, los valores microsomales obtenidos para el co-

lesterol total no sufren, como era de esperar cambios apreciables en fun-



1

-240-

g

.
.
.
— ....o-..----o-.‘
.

PR

pHg de fésforo x mg proteina

Pl

oy v.-ﬂﬂvnvnmﬂ"- -

hora del
dia

Fig. 33.- Contenido en fosfolipidos mayoritarios de microsomas duodena-
les de pollos alimentados con dieta estandar (——); dieta suplementada con
colesterol al 5% ¢--- y privados de alimento (+++). SM = esfingomielina;
PC = fosfatidilcolina; Pl = fosfatidilinositol; PE = fosfatidiletanolamina.
Los tratamientos se iniciaron a las 8 horas del primer ciclo.
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Fig. 34.- Composicidn porcentual en fosfollpidos mayoritarios de micro—
somas duodenales de pollos alimentados con dieta estandar ( ); dieta
suplementada con colesterol al 5 % ¢---)y privados de alimento (-+++++9).
SM = esfingomielina; PC = fosfatidilcolina; Pl = fosfatidilinositol; PE =
fosfatidiletanolamina. Los tratamientos se iniciaron a las 8 horas del pri-
mer ciclo
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Efecto del ayuno y del colesterol de la dieta sobre la razén
molar colesterol / fosforo lipidico {(C/P) en microsomas duodenales de

pollos de 11 dias. C. ilum. = ciclo de iluminacidén; h = hora del dfa; t. de
exp. = horas de exposicién a laluz ( []) o a la oscuridad () en el mo-
mento del sacrificio; hora trat. = horas de tratamiento. Valores proce-

dentes de cinco animales.

X+s. E. M, =

valor medio t error de la media.

P = nivel de significacién de la t de Student respecto al promedio de los

controles.

C. ilumin Fraccibén molar C/P
tiempo de Dieta Dieta+ hora
H exposicidn estandar colesterol Ayuno tratamiento
\

08:00 11 § 0. 336 —- -- 0
12:00 3 0. 336 0. 474 0. 401 4
15:00 6 0. 365 0. 350 0.412 7

\

23:00 2 § 0. 323 0. 396 0. 432 15
08:00 1 § ' 0. 400 0. 439 0. 550 24
12:00 3 0. 309 0. 447 0. 549 28
15:00 6 0. 390 0. 357 - 31
23:00 2 \ 0. 430 0. 428 0. 538 39

N
Xt S.E.M 0. 361 0.413 0. 480
* + +
0.015 0.018 0.029
P <0. 10 <0. 01
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Fig. 35.- Influencia del ayuno y de la suplementacién de colesterol en
la dieta sobre la fraccibn molar colesterol / fdsforo lipfdico en micro-
somas duodenales. (——) animales controles, (----) animales alimenta-

fos con dieta de colesterol (-+:---) animales privados de alimento.
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cibébn de la hora del dl’a, adoptando un valor medio del orden de 44. 1 Mg por
mg de proteina, superior al encontrado en higado y duodeno (tabla 36). Bajo
una dieta rica en colesterol, dichos valores permanecen practicamente inal-
terados, como se desprende de los datos contenidos en la tabla, y como tam-
bién puede verse en la fig. 36. Las lecturas realizadas sobre microsomas
de pollos privados de alimento. son casi desde el principio, ligeramente me-

nores, siendo su promedio de 35,5 /Lug por mg de proteina.

Como los otros tejidos estudiados, la mayor parte de este
colesterol se presenta en forma libre (79 %), constituyendo los ésteres tan
solo un 21 9% del total (tabla 36) sin que esta proporcidn sufra modifica-
ciones correlacionables con el ciclo diurno (fig. 37). Bajo ninguno de los
dos tratamientos habituales se han encontrado diferencias medias significa-

tivas durante el periodo registrado.

4.4.3.2. - Variaciones del contenido en fosfolfpidos totales y en fosfatidil-

colina, fosfatidiletanolamina, esfingomielina y fosfatidilinositol

Fosfollpidos totales. - Los valores encontrados de fésforo lipidico (tabla 37)

indican que el contenido en fosfollpidos totales de los microsomas cerebra-
les es sensiblemente superior al encontrado en higado y duodeno, alcanzan-
do un valor promedio de 12. 4 Mg por mg de proteina. E| tratamiento con
dieta rica en colesterol no tuvo ningln efecto sobre dicho contenido, siendo
sus valores, en todos los puntos, muy préximos a los ob‘tenidos para los
controles (fig. 38). Los animales ayunados por su parte, exhiben valores
inferiores, en general, a los controles siendo su promedio de 9.8 mg por

mg de proteina.



TABLA36

Efecto del ayuno y de la suplementacion de colesterol at 5%
en la dieta sobre el contenido en colesterol total, libre y esterificado de
microsomas cerebrales. Pollos con 11 dias de edad. h = hora del dia;
t. de exp. = horas de exposicidén a la luz ([]) 6 a la oscuridad () en el
momento del sacrificio; C. tot. = colesterol total; LL = colesterol libre;
E = colesterol esterificado; h.t = horas de tratamiento. \Valores proce-
dentes de cinco animales. X fsS. E. M. = valor promedio T error de la
media; P = nivel de significacién de la t de Student con respecto al pro-
medio control.

C. ilum. Dieta estandar Dieta *+ colesterol Ayuno
t. de C. tot. L = C. tot. L E C. tot. L E
-1 - -
h. exp. (pgxmgP ) (%) (%) (pg xmg P ) (%) (%) pgxmg P ) (%) (%) h.t
08:00 " 11 40. 4 75.0 25.0 ——— _— _— _— - _— 0
12:00 3 52. 4 81.0 19.0 55. 4 88. 3 11.6 34.9 88. S 11.5 4
15:00 6 39.1 92.0 8.0 45. 5 90. 8 9.1 34.5 74,2 25.8 7
23:00 2 \ 44,3 92.5 7.5 43.0 85.7 14. 3 41.3 79.5 20.5 15
08:00 11 § 37.1 84.3 15.7 53.0 78.9 21.1 35. 1 81.5 18.5 24
12:00 3 51.1 71.4 28. 6 43.2 83.3 16.7 33.8 72.1 27.9 28
15:00 6 46.7 65, 2 34.7 51.2 85.7 14.3 27. 4 73.1 26.9 31
23:00 2 N 41.8 69. 2 30.7 48. 3 86. 1 13.9 41.6 75. 4 24.6 39
AN
X i' S. E. M, 44,1 78.8 21.2 48. 5 85.5 14.5 35.5 77.8 22.2
M * s ’ + + * x b

2.0 3.6 3.6 1.8 174 1.4 1.8 2.2 2.2

P <0. 20 <0. 20 <0. 20 <0.01 <0.90 <0.90

-Grve-
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Fig. 36.- Influencia del ayuno y del colesterol de la dieta sobre el conte-

nido en colesterol total de los microsomas cerebrales. (—) animales con-
troles; £---) animales alimentados con una dieta suplementada con coleste~
rol al 5 %3(--*+) animales ayunados. Los tratamientos se iniciaron a las

8 horas del primer ciclo.
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Fig. 37.- Efecto del ayuno y del colesterol de la dieta sobre la composi-
cion porcentual en colesterol libre ( ® ) y esterificado ( @ ) de los micro-
somas cerebrales. ( ) animales controles; -~ animales alimentados
con una dieta de colesterol al 5 T ; (++++++) animales ayunados. Los trata—
mientos se iniciaron a las 8 horas del primer ciclo.
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TABLA 37

Cambios en el contenido de fésforo lipfdico total de microso-

mas cerebrales inducidos por el ayuno y por una dieta de colesterol al 5%
Pollos de 11 dias C. ilumin = ciclo de iluminacién; h = hora del dfa; t. de
exp = horas de exposicién a la luz ( [J) o ala oscuridad ( §) en el mo-
mento del sacrificio; hora trat. = horas de tratamiento. Los valores se
han obtenido a partir de cinco animales. X + s, E. M. = valor promedio

+ error de la media P = nivel de significaciéon de la t de Student con res-
pecto al promedio de los controles.

C. ilumin Fbsforo total (Mg x mg proteina )
tiempo de Dieta Dieta + hora
exposicibn estandar colesterol Ayuno tratamiento
08:00 1" § 12.6 —— —_ 0
12:00 3 15.0 13.9 9.9 4
15:00 6 12.6 11.8 8.2 7
\
23:00 2 § 12.3 13.2 1.2 15
08:00 11 § 9.6 12.5 10.0 24
12:00 3 14. 4 11.1 10.0 28
15:0 6 12.6 13.0 7.9 31
§
23:00 2 % 10. 2 10.8 11.6 39
X T s.eE.M. 12.4 %0.6 12.3+0.4 9.8%0.5
P <0.90 <0.01
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Fig. 38.- Contenido en fésforo lipidico total, de microsomas cerebrales
de pollos alimentados con dieta estandar (——J; con dieta suplementada
con colesterol al 5 % (----); y privados de alimento (°:*+9. Los trata-
mientos se iniciaron a las 8 horas del primer ciclo
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Fosfollpidos mayoritarios. - Los fosfolipidos estudiados no muestran des-

viaciones horarias importantes (tabla 38). L_os animales alimentados con
dieta de colesterol, muestran niveles mas bajos de esfingomielina y fos-
fatidiletanolamina (fig. 39). Ninguno de estos cambios trascendid, de
manera singular, a la composicién porcentual en la que no aparecen modi-

ficaciones superiores al 5 % (tabla 39 y fig. 40). La privacién de alimento

se cifrbé en descensos de los valores medios defosfatidilcolina, esfingomie-
lina y fosfatidiletanolamina, cuyas diferencias aunque estadisticamente sig-
nificativas son cuantitativamente pequefias y ninguna de ellas acarred cam-

bios de interés al tanto por ciento de contribucién de cada fosfolipido.

4.4.3.3.- Variaciones en la relacién molar colesterol / fésforo lipidico

En la tabla 40 puede verse las fracciones molares C/P en
cada caso. Dichos valores se han representado en la fig. 41. Como puede
apreciarse en 6ualquiera de ellos el valor promedio, proximo a 0.3, no es
alterado practicamente por ninguno de los tratamientos aplicados y muestran

una gran estabilidad a lo largo del dia.



TABLA 38

Efecto del ayuno v del colestero! de la dieta (5%) sobre el
contenido de ios microsomas cerebrales en esfingomielina (SM); fosfatidil-
colina (PC); fosfatidilinositol (PI1) y fosfatidiletanolamina (P=). C. ilum =
ciclo de iluminacidon; h = hora del dfa; t. de exp. = horas de exposicidn
alaluz ([J) o ala oscuridad (&) en el momento del sacrificioy h. t. =
horas de tratamiento. Valores obtenidos a partir de cinco animales. X +
S. E. M. = valor promedio + error de la media P = nivel de significacion
de la t de Student con respecto al promedio de los controles.

Fbsforo lipidico

(pg x mg proteina

_1)

C. ilum. Dieta estardar Dieta + colesterol Ayuno
t de
h. “exp. SM PC Pl PE SM PC Pl PE SM PC = PE h.
08:00 11 1.31 6. 87 0. 88 3.81 - _ —— — _— - - - 0
12:00 3 1.30 7.41 0.70  4.51 0.60 6.38 0.60 3.70 0.58 4.01 0.80 2.60 4
15:00 6 0.72 6.04 0.61 4.10 0.35 5.16 0.60 3.39 Q.71 4.23 0.71 2,33 7
23:00 2 § 0.80 5.12 0.26 3.74 0.57 6.57 0.53 3.63 0.45 6.08 0.55 3.34 15
08:00 11 § — - - —_— 0.53 4.81 0.56 3.36 0.52 4,05 0.71 3.30 24
12:00 3 - - - — 0.58 6.15 0.52 3.38 0.46 5.10 0.64 2.51 28
15:00 6 - — - — 0.62 7.44 0.62 3.80 0.40 4.41 0.46 1.38 31
21:00 2 \\ —— _— - - 0.50 6.57 0.50 3.28 0.51 5.85 0.53 3.41 39
xIs E. M. 1.03 6.36 0.61 4.05 0.54 6.15 0.56 3.51 0.52 5.33 0.63 2.70
+ + - + + + + + N . - -

0.76 0.50 0713 017 0.03 0.34 0.02 0,08 0.04 030 0.04 0.28

P <0.01 <0.90 <0.90 <0.01 <0.01 <0,05 <0.90 <O0.0]
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Fig. 39.- Contenido en fosfollpidos mayoritar‘ios de microsomas cere-
brales de pollos alimentados con dieta estandar (—); dieta suplementa-
da con colesterol al 5 % (---) y privados de alimento (-+---- ) SM = esfin-
gomielina; PC = fosfatidilcolina; Pl = fosfatidilinositol; PE = fosfatidile-
tanolamina. Los tratamientos se iniciaron a las 8 horas del primer ciclo.



TABLA 39

Influencia del ayuno y del colestero! de la dieta sobre la
composicidon porcentual en fosfolipidos mayoritarios de las membranas
microsomales cerebrales. SM = esfingomielina; PC = fosfatidilcolina;

Pl = fosfatidilinositol; PE = fosfatidiletanolamina; C. ilum. = ciclo de
iluminacidon, h = hora del difa; t. de exp. = horas de exposicidn a la
luz ( {J) o aliaoscuridad | ) en el momento del sacrificio: h. t. = horas

de tratamiento. VValores procedentes de cinco animales. X T S.E.M. =
valor promedio Zerror de la media. P = nivel de significacién de !a t de
Student con respecto al promedio de los controles.

Fosforo lipidico (%)

C. ilum. Dieta estangar Dieta — colesterol Ayuno
t. e
h exp. SM PC Fl P= SM PC Pl P= SM PC P PE h. t.
N
08:00 11 \ 10. 53. 4 €. 8 29.6 - _—— _—— _—— _—— _—— —— —_——— 0
12:00 3 9. 53.2 5.0 32. 4 5.3 56.6 5.3 32.8 7.3 50.2 10.0 32.5 4
15:00 6 6. 52.7 5.3 35.7 3.7 54. 3 6.3 35.7 8.9 53.0 8.9 29.2 7
23.00 2 S 8. 51.6 2.6 37.7 5.0 58.1 4.7 32.1 4.3 58.3 5.3 32.0 15
08:00 11 % - —_— _—— - 5.7 51.9 6.0 36.3 6.1 47. 2 8.3 38.5 24
12:00 3 _— - _——— —_——— 5.5 57.8 4.9 31.8 5.3 58.5 7.3 28.8 28
15:.00 6 - - _— _——— 5.0 59.6 5.0 30. 4 6.0 66. 3 6.9 20.7 31
23:00 2 § - —_— —— ———— 4.6 60.5 4.6 30.2 4.9 56.8 5.1 33.1 39
N
x t s.FE. M. 8. 52.7 4.9 33.8 5.0 57.0 5.2 32.8 6.1 55. 8 7.4 30.7
- + + z . + - * - M b e
0. 0.4 0.9 1.8 0.2 1.1 0.2 0 9 0.6 2.4 0.7 2.0
P <0.01 <0.05 <0.90 <0. 90 <0.05 <0.50 <0.10 <0.50

—€6C-
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Fig. 40.- Composicidn porcentual en fosfollpidos mayoritarios de micro-

somas cerebrales de pollos alimentados con dieta estandar ¢ ); dieta
suplementada con colesterol al 5 % (---- y privados de alimento R
SM = esfingomielina; PC = fosfatidilcolina; Pl = fosfatilinositol ; PE =
fosfatidiletandlamina. Los tratamientos se iniciaron a las 8 horas del
primer ciclo
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TABLA 40

Efecto del ayuno y del colesterol de la dieta sobre la razén
molar colesterol / fdsforo lipfdico (C/P) en microsomas cerebrales de po-
llos de 11 dias. C. ilum. = ciclo de iluminacidn; h = horas del dfa; t. de
exp. = horas de exposicién a la luz ( []) o a la oscuridad ( ) en el mo-
mento del sacrificio; hora trat. = horas de tratamiento. VValores proce -
dentes de cinco animales. X T S.E.M. = valor medio error de la media
P = nivel de significacién de la T de Student respecto al promedio de los
controles.

C. ilumin. Fraccibn molar C /P
tiempo de Dieta Dieta 4 hora
H exposicidn estandar colesterol Ayuno tratamiento
N
08:00 11 §. 0. 256 — - 0
12:00 3 0. 279 0.319 0. 282 4
15:00 6 0. 248 0. 308 0. 336 7
23:00 2 § 0, 288 0. 261 / 0. 295 15
08:00 1 § 0. 309 0. 339 0. 281 24
12:00 3 0. 284 0.311 0. 270 28
15:00 6 0. 296 0. 315 0. 277 31
N
23:00 2 § 0. 328 0. 358 0. 287 39
X + S.E.M. 0. 286 0.316 0. 290
- t * +
0. 009 _ 0.011 0. 008
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Fig.41. Influencia del ayuno y de la suplementacién de colesterol en la
dieta sobre la fraccién molar colesterol / fésforo lipidico en microsomas
cerebrales ( ) animales controles; £---) animales alimentados con die-
ta de colesterol; (-+--+) animales privados de alimento.




S5.DISCUSION






-259-

V.- DISCUSION

Caracterizacich de Ia HMG-CoA reductasa Como enzima microsomal. —

Una de las caracterfisticas diferenciativas de las enzimas |i
gadas a membtana es su peculiar comportamiento en funcidn de la tempera-
tura. Las representaciones de Arrhenius, para este tipo de enzimas, mues -
tran discontinuidades a las denominadas temperaturas de transicioén, por de
bajo de las cuales la energfa de activacidn es mayor (186). El origen de es
tas discontinuidades es alin Oscuro, aunque se han sefialado al menos cua-
tro posibles razones: 1. Separaciones laterales de fase en el plano de mem
brana originadas por la cristalizacién de una fraccién de ITbidos de un ele-
vado punto de fusibén Y que se segregarfan en un plano separado. 2. Cambios
en la bicapa capaces de modificar la accesibilidad de sustratos o cofactores,
(variaciones de permeabilidad, por ejemplo). 3. Presencia de un "anilio" i
pfdico con diferentes propiedades del resto, susceptible de cambios termo—
trépicos que pueden alterar la conformacibébn enzimética. 4. Finalmente, al-
teraciones conformacionales de las propias protel’naS, dependientes de la
temperatura y capaces de originar cambios de actividad y de afectar posible

mente el estado de los Iipidos periféricos de la bicapa (187).

En nuestro caso, tanto la actividad HMG-CoA reductasa he-
p&tica como cerebral, muestran discontinuidades en sus representaciones de
Arrhenius a los 26, 3°C y los 22, 4°C, respectivamente. F~n este sentido, Phi
lippot y cols. (188) han encontrado recientemente un valor de 24, 2°C para
la enzima de linfocitos neoplésicos de cobaya LZC. En otros estudics HHeva

dos a cabo en microsomas hepé&ticos de rata se seffala un intervalo flanqueg
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do por dos discontinuidades a los 192C y los 28°C (189). Nuestros datos
son, por consiguiente, del orden de los encontrados para otros or‘fgenes.
La pequefia diferencia observada entre ambos &rganos puede ser debida ala

distinta composicién lipfdica, como se veré més adelante.

=n ambos casos, las energfas de activacion son superiores
para temperaturas situadas por debajo de la de transicibn y mayor en cere-
bro que en higado (16,44 y 12,53 Kcal /mol, respectivamente), mientras que
por encima de este punto, las energfas de activacibon se hacen en ambos ca-
sos muy parecidas (7,49 y 7,93 Kcal/mol}, lo que puede indicar menor depen
dencia del entorno una vez ocurrida la transicibén de fase lipi dica. indirec-
tamente, este hecho constituye una prueba adicional de que el entorno lipfdi
co debe poseer un efecto concreto sobre la actividad enzimética. En gene-

ral estos valores son més bajos que los descritos para rata (189).

Habida cuenta de que el pollo es un animal especialmente ap-
to para asimilar y acumular en sus tejidos el colesterol exbgeno (144); de
que la razbdn molar colesterol:fosfolipidos es el determinante més importan-
te de la fluidez de las membranas biolbgicas (190) y que, posiblemente, la
fluidez de la membtana microsomal sea un factor importante en el control
feedback" de la biosint esis del colesterol (191), era presumible que la ali
mentacidn crdnica con una dieta rica en colesterol pudiese inducir cambios
fisico-qufmicos en el entorno lipfdico de la HMG-CoA reductasa capaces de
influir, de algun modo, sobre los pardmetros indicados. Desafortunadamente
la fuerte inhibicidn provocada en hfgado por este tratamiento hizo imposible
el calculo de las energfas de activacién y de la temperatura de transicibn.
En el cerebro, ninguno de estos pardmetros se modifica ostensiblemente ba

jo analogas condiciones. No obstante, este brgano es, por excepcibn, bas-
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tante reacio a acumular colesterol procedente de la dieta, tanto bajo trata-
mientos agudos (apartado 4. 4. 3.) como bajo tratamiento sostenidos durante
semanas (192), lo que justifica la insensibilidad de los parmetros mencio-

nados frente a las variaciones en el contenido de colesterol en la dieta.

Dentro del estudio del comportamiento de la enzima frente al
calor, otroaspectoabordado ha sido el de su inactivacién térmica. La prein
cubacibn de las suspensiones microsomales a temperaturas y tiempos crecien
tes provoca una pérdida de actividad paralela de la HMG-CoA reductasa he
pética. Esta pérdida de actividad no revierte cuando se regresan los estrac
tos a su temperatura habitual de mantenimiento a 4°C y origina perfiles que
no se ajustan satisfactoriamente a cinéticas de primer orden. No se trata,
por consiguiente, de un proceso exponencial simple. Este comportamiento
no es extrafio en absoluto. Yon ha sefalado, sobre una amplia base experi-
mental, que este tipo de fendmenos, comin a muchas proteinas, es el resul-
tado de una interaccién compleja entre numerosos factores, dependientes,
entre otras muchas cosas, del pH, fuerza ibnica del medio, y del propio gra
do de purificacién de la proteina, lo que los hace diffcilmente accesibles al
anélisis (193), y que en nuestro caso tendrfa como factor adicional, la propia

estructura de membrana que sustenta a la reductasa.

Una vez establecida la respuesta de la enzima frente a la tempe
ratura vy definidosloscorrespondientes par&metros bésicos, se inicib el es-
tudio de la interaccibén de la HMG-CoA reductasa microsomal con la fraccibn
citosblica celular. Como ya se ha reiterado, los fenbmenos inicialmente des
critos de activacién-inactivacién de la HMG-CoA reductasa por preincubacidn
de los microsomas hepéticos (194 ,195) hizo sospechar la existencia de un sis

tema soluble, de naturaleza proteica, capaz de modificar la capacidad catalflti
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ca de esta enzima. Actualmente, estos hechos se interpretan asumiendo la
existencia, en hfgado de rata, de dos formas interconvertibles de HMG- CoA
reductasa, cuyo equilibrio estarfa regulado mediante un sistema citosdlico

fosforilasa-fosfatasa (183, 184).

En nuestro caso, los intentos realizados para poner de ma-
nifigsto la existencia de una actividad fosfatisica soluble en hfgado de po-
llo han sido infructuosos. LLa preincubacién de microsomas hepéticos con
sobrenadante de 105000 x g en presencia y ausencia de F  (conocido inhi-
bidor de las fosfatasas) no revela diferencias significativas de actividad. No
obstante, la existencia de un tal sistema no puede descartarse por completo,
ya que existen evidencias recientes de que la reductasa hepética de pollo es
fuer*tem.ente inhibida (70%) por adicién al medio de ATP y Mgz,+cofactor~es
necesarios para la actuacién de las cinasas (196). Una posible interpreta-
cibn de estos resultados serfa que, bajo las condiciones habituales, un ele
vado porcentaje de la enzima estuviese en forma activa (defosforilada). Ello
explicarfa, de una parte, la aparente inoperancia de la fosfatasa que se des
prende de nuestros resultados y de otra, la enérgica inhibicién, supuesta-

mente causada por una pr‘otel’ncinasa, descrita por los mencionados autores.

Finalmente, dentro de este primer grupo de experiencias, se
ha llevado a cabo la solubilizacién parcial de la HMG-CoA reductasa hepéti
ca. Mediante el procedimiento utilizado, se ha logrado un rendimiento del
48,7%, inferior al citado por algunos autores (197). La enzima solubilizada
muestra una actividad especffica menor que la inicial, entanto que la calcu-
lada para la fraccién microsomal residual aumenta. =s plausible que ello se
deba a la movilizacibén de otras proteinas desde los microsomas al sobrena-

dante durante las operaciones de lavado que requiere el mencionado proce-
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dimiento, hecho que explicaria también el ligero descenso de la actividad es—

pecffica experimentado por Ia enzima solubilizada.

La HMG-CoA reductasa soluble manifestb una extrema sensi-
bilidad a la temperatura, siendo la inactivacién virtualmente completa por
debajo de los 202C-25°2C, lo que imposibilitd cualquier tentativa de estudiar
los par&metros térmicos bajo esta nueva situacibén. =sta inactivacién por frio
puede considerarse anéloga a la descrita para la enzima de higado de rata
(198, 199, 200). En este origen, la reductasa solubilizada se inactiva rever
siblemente para temperaturas inferiores a 192C (201). Las causas y signifi
cados de este tipo de respuesta permanecen alin oscuras aunque parece deber
se a cambios conformacionales que afectan su centro activo, mis que a mo- )
dificaciones en su estructura cuaternaria (disociacibén, por ejemplo), dado

que durante el proceso el peso molecular no varfa sensiblemente (198).

Evolucidn diurna

L.a existencia de un ritmo diurno de actividad HMG-CoA reductasa hepética
e intestinal ha sido suficientemente constatada en rata y otros orfgenes proé
ximos de hébitos nocturnos (157, 170, 202, 203). En ellos, el maximo tie-
ne lugar hacia la mitad del periodo oscuro, tiempo durante el cual estos ani
males ingieren su alimento. Como ya se vié en la primera parte de este tra-
bajo, existen pruebas que parecen sustentar una vinculacién muy estrecha
entre el aporte de alimento y el m&ximo de actividad diurna (169, 204). Por
ello era de interés estudiar la posible existencia de un tal ritmo en polio,

animales que realizan la mayor parte de la ingesta durante el dfa.
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Nuestros resultados ponen de manifiesto, en primer lugar, la
existencia de variaciones ritmicas a lo largo del dfa en la enzima de hfgado.
Estas variaciones presentan un perfil bastante simétrico y opuesto al exhi-
bido por la enzima de higado de rata (159, 202), confirmindose la relacion
antes mencionada entre alimentacibn y actividad de reductasa. En pollos de
nueve dfas, la actividad mixima es 2,83 veces mayor que la minima, rela-
cibn bastante inferior a la descrita para ratas adultas (141) pero similar a

la que exhibe este animal durante las primeras semanas de vida (205).

Para que una enzima pueda considerarse involucrada en la re
gulacibén de la ruta metabblica en la que participa, uno de los requisitos in-
dispensables que deben concurrir es que catalice una etapa que sea limitan-
te, al menos bajo las situaciones en que deba ejercer la regulaciébn. Tan so
lo cuando esto ocurre, un aumento o una disminucién de la actividad de la
enzima se traducirid en un aumento o una disminucién de la velocidad global
de la ruta. Desde este punto de vista, un buen Indice de que, como en rata,
la HMG-CoA reductasa de pollo desempefia un papel central en la ruta bio
sintética del célester‘ol,serfa que la velocidad de incorporacion de precurso
res radiactivos acusara, en primer lugar, las variaciones diurnas encon-
tradas, y en segundo lugar, que respondiera de forma andloga a como lo ha

ce la enzima a los cambios en la alimentacibén, como se verd més adelante.

En efecto, la incorporacidn de acetato a lfpidos insaponifi-
cables por cortes de hfgado mostrd, a lo largo del dfa, claras variaciones
rftmicas que dieron lugar a perfiles semejantes a los exhibidos por la reduc
tasa. Si se comparan las actividades enziméiticas totales del hfgado con las
correspondientes velocidades de incorporacibn de acetato, en el cenit y en el

nadir, se encuentran diferencias obviamente debidas a que en el primer caso
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se trabaja "in vitro! en presencia de concentraciones de sustrato muy su-—
periores a las intracelulares mientras que en el segundo caso las condicio
nes son bastante més proximas a las habituales en el animal intacto. No obs
tante, dando por supuesta la validez de ambos planteamientos, las variacio-
nes relativas observadas deben responder de a!gu'n modo, a las variaciones
reales y han de ser por tanto tenidas en cuenta. En este sentido, es llama-
tivo el hecho de que mientras la actividad reductasa es en el cenit de dos a
tres veces la del nadir, la m&xima velocidad de incorporacién de acetato es

casi nueve veces mayor que la mfnima registrada.

En la rata, también se ha encontrado una falta similar de co-
rrelacidén entre ambos parémetros, aunque en sentido inverso. Shama Bhat
y Subba Rao (171) han interpretado estos hechos postulando la existencia de
otro paso posterior a la reductasa que se hace limitante durante parte del ci
clo. Se ha sefialado como posible candidato la PPMVA-descarboxilasa y se
ha supuesto que esta enzima también podria sufrir cambios ritmicos de acti-
vidad (171). Los datos sin embargo, son contradictorios: mientras que, a te
nor de los primeros planteamientos experimentales, la incorporaci 6n de ! C-
MVA a colesterol no mostraba variaciones diurnas de velocidad (168, 206),
los autores antes mencionados han sefialado que cuando se incorporan canti
dades de MVA suficientemente pequefias, se presenta un ritmo diurno con un
incremento en el cenit de tres veces la velocidad del nadir, que segun ellos
es atribuible a la PPMVVA-descarboxilasa (171). En contraposicién con ésto
hay que afadir que existen también evidencias muy recientes que niegan la

existencia de variaciones rftmicas en la actividad de esta enzima, medida

"in vitro" (158 ).

Estos hechos podrfan interpretarse alternativamente, sobre

la base de que el punto de regulaciéon posterior a la HMG-CoA reductasa,
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presumiblemente la PPMVVA-descarboxilasa, sea capaz de exhibir una ciné-
tica sigmoidea frente a su sustrato, de tal modo que descensos dedos a tres
veces en el aporte de éste, originen caidas de actividad mucho mayores. En
estas condiciones, tal enzima se convertirfa en la etapa limitante de una par
te del ciclo, y los intermediarios posteriores a este punto causarfan cambios
de concentracibn bastante superiores a los atribuibles exclusivamente a la
accibén de la reductasa. Si esta hipbtesis es correcta, tan solo la incorpora
cibn de cantidades relativamente pequefias de MVA frente al "pool!" intrace-
lular de este metabolito mostrarfa variaciones ritmicas, ya que cantidades
mayores forzarfan la ruta, enmascarando el fenébmeno. También quedarfa jus
tificada la ausencia de variaciones diurnas en la actividad PPMVA-descarbo
xilasa medida " in vitro", ya que sus efectos se deberfan exclusivamente a
cambios en la capacidad catalltica originados por las variaciones en la concen
tracidn de sustrato y no a cambios en la actividad especffica o en la cantidad
de enzima. Segun este esquema, el ritmo diurno de la sintesis del colesterol
en el hfgado serfa el resultado de la interaccidén entre la cinética de la HMG-
CoA reductasa, Unica enzima verdaderamente modulada en funcién de la hora
del dfa y otra, bresumiblemente la PPMVA-descarboxilasa, que actuarfa co-
mo un amplificador de la sefal generada por aquélla y que tendrfa en el caso
de la rata un factor de ganancia menor que la unidad, mientras que en el po-
Ilo, al menos durante las primeras semanas de vida, este factor de ganancia

serfa mayor que la unidad.

En asa duodena!, la HMG-CoA reductasa también presenta va-
riaciones rftmicas a lo largo del dfa,en fase con las hepéticas, durante las
cuales la actividad aumenta, como en aquel caso, de dos a tres veces aunque
sus valores absolutos son muy inferiores. Estos cambios son manifiestamente

paral elos a los habidos en la incorporacibén de acetato a |fpidos insaponifi-
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cables por fragmentos de este 6rgano, no solo en cuanto al perfil se refiere,
sino asimismo en cuanto al cociente entre los valores maximos y mfnimos que
también en este caso es algo mayor que dos. En la rata se sabe que la bio-
sintesis intestinal de colesterol esti sujeta a cambios diurnos (207) asociados
con modificaciones paralelas de la actividad HMG-CoA reductasa (192). Estos
cambios son de menor magnitud que los sufridos por la enzima hepética de
animales adultos, aunque similares a los presentados en este 6rgano durante

la lactancia (205), lo que representa un nuevo punto de coincidencia.

Por su parte, la reductasa de cerebro no presentd variacio-
nes importantes a lo largo del dia. Establecida la vinculacibén existente en-
tre estas variaciones y la alimentacién, la ausencia de ritmo en cerebro no
resulta inesperada, viniendo a corroborar la independencia metab8lica de es-
te 6rgano frente a las vicisitudes de la ingesta en lo que a biosintesis de co-

lesterol se refiere.

Queda confirmado, pues, que el comportamiento de la reduc-
tasa de los diferentes 6rganos estudiados es distinto y estd en intima conexién
con las peculiaridades fisiolbgicas de los respectivos tejidos y sin perjuicio
desde luego de que la enzima pueda ser la misma en todos ellos. De hecho,
recientemente se ha sugerido que las reductasas hep&tica e intestinal podrfan
ser estructuralmente idénticas (208), , dado que ambas poseen cinéticas simi-
lares (209) y dan reacciones cruzadas frente a antisueros dirigidos contra
una de ellas (210). De ser asl, las diferencias observadas deben ser atri-

buidas al entorno que rodea a la enzima en cada uno de los tejidos menciona-

dos.
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Una cuestién importante que puede plantearse acerca de las
variaciones ritmicas exhibidas por la enzima es la de su aparicién durante
el desarrollo. En la rata se ha sefalado que el ritmo en lactantes es de me-
nor magnitud y ademés esti invertido, respecto al de adultos, inversibdn que
ha sido explicada sobre la base de que las ratas lactantes realizan la mayor
parte de la ingesta durante el dia (205). En pollo, durante la primera sema-
na de vida tiene lugar la involucibén total del saco vitelino y el consiguiente
agotamiento de las reservas de origen '"materno!, lo que significa que a par-
tir de este momento la nutricién va a tener lugar a través de la ingesta, exclusi-
vamente. Por otra parte, estos animales ingieren alimento del exterior ya
desde el primer dia. Ambos hechos sugieren la existencia de tres etapas nu-

tricionales diferentes:

1.- Una etapa anterior a la eclosibn en que el animal se nu-

tre exclusivamente de los compuestos contenidos en el huevo a tal efecto.

2.- Una segunda etapa de nutricidén mixta que tiene lugar du-
rante los primeros dias de vida autbnoma, en gque una parte de los recursos

procede aln del saco vitelino y otra procede de la ingesta.

3. - Finalmente, una tercera etapa en gue una vez reabsorbido
completamente el saco vitelino, la nutricién se lleva a cabo solamente a par-

tir de los recursos de la dieta.

De otra parte, investigaciones llevadas a cabo en nuestro
Departamento (192) han demostrado que el transito entre la segunda y terce-
ra etapas tiene una repercusibn extraordinaria en la biosfntesis hepética e

intestinal de colesterol y, paralelamente, en las respectivas actividades
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HMG-CoA reductasa. Parecié, por consiguiente, de gran interés estudiar
si los ritmos diurnos presentados por esta enzima en ambos é6rganos pree-
xisten cuando tiene lugar la eclosién o por el contrario se generan durante
la primera etapa del desarrollo postnatal, verosimilmente, como respuesta

al cambio del modo de nutricibn fetal al modo de nutricidén adulta.

Nuestreos resultados muestran que tanto en hfgado como en
asa duodenal, el ritmo: surge durante la primera semana de vida Yy que, en
ambos casos, la amplitud crece progresivamente hasta el décimo dfa, para
estabilizarse después. En el dia cuatro, en que la involucién del saco vite-
lino no es todavia completa , la amplitud del ritmo hepético es pricticamen-
te despreciable, creciendo a partir de entonces rdpidamente y estabilizidndo-
se luego entre los dias 10 y 14. Esta evolucién es paralela a la que se obser-
va en la actividad reductasa (192). Cuando se considera el 6rgano completo,
fa amplitud del ritmo describe un perfil semejante, aunque su tendencia a

estabilizarse después del décimo dia es menor.

En el duodeno las cosas suceden de manera diferente: mien -

tras que enel hl'gado, la amplitud del ritmoenel dl'a cuatro es 55 veces menor
que la del dla 14, en asa duodenal es sblo una tercera parte. Debido a esto,
el incremento en la variacibén diurna que tiene lugar hasta su estabilizacibn

es bastante menos importante que el que experimenta la reductasa hepitica.

Estos hechos indican que, en efecto, la propia generacibén
del ritmo diurno esti vinculada estrechamente al cambio de nutricién que
tiene lugar después de la eclosidn, y que la creciente demanda corporal de

colesterol, una vez reabsorbido completaménte el saco vitelino, es cubierta



-270-

por el hfgado no solamente incrementando fuertemente la actividad espec(fi-
ca de la HMG-CoA reductasa (192), sino elevando ademés los niveles méximos
de actividad diurna. El intestino, por su parte serfa el 6rgano mas répido

en responder al cambio de nutricién mostrando ya desde el cuarto dia un pa-

trén diurno de comportamiento prdéximo al definitivo.

Efecto de la alimentacibn.

Como ya se ha reiterado, la inhibicién de la colesterogénesis
hepatica que tiene lugar a nivel de la HMG-CoA reductasa cuando se alimen-
tan ratas con dietas ricas en colesterol es un hecho sabido desde hace tiem-
po (152). Sin embargo el conocimiento de los efectos que sobre los distintos
parametros del ritmo posee dicho tratamiento es parcial y mucho més recien-
te (87). Sobre la respuesta en otros animales, asi como sobre la colestero-
génesis extrahepética, la informacion al respecto es practicamente nula. Con-
sideramos, sin embargo,que este tipo de estudio es imprescindible para com-
prender los mecanismos que subyacen al fendbmeno, y tal como se menciond
en la introduccidén de este trabajo, entendemos que el pollo puede ser un
buen modelo para abordar el problema hablda cuenta de que parece tener
gran capacidad para asimilar y acumular en sus tejidos el colesterol de la
dieta (144 ). El ayuno es otro factor igualmente capaz de disminuir la coles-
terogénesis hepitica en la rata, aunque tanto su incidencia en el ritmo como

los mecanismos implicados son peor conocidos.

Por todo ello, una vez delimitado el patrén diurno de la biosfn-
tesis de colesterol y el de la reductasa, su enzima limitante, hemos estudiado

el efecto que sobre tales parametros tienen estas dos situaciones nutricionales
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tipo: la alimentacién con una dieta rica en colesterol y el ayuno.

Antes de analizar los resultados obtenidos,debe sefialarse
que la existencia de una reserva de alimento en el buche de estos animales
puede constituir un factor de incertidumbre a la hora de establecer el ver-
dadero comienzo del tratamiento aplicado. Para obviar este problema se
hizo aconsejable iniciar los mencionados tratamientos una hora antes del
comienzo del periodo luminoso del ciclo con objeto de permitir que las re-
servas se agotasen por completo, y al mismo tiempo tener ciertas garan-
tfas de que alin no se habfa iniciado la siguiente ingesta. De hecho en los
animales examinados al comienzo de la fase luminosa, el contenido del buche
era nulo o muy escaso. No puede descartarse, sin embargo, que este reser-
vorio pueda ser el causante, por ejemplo, del esbozo de ritmo bifdsico obser-
vado en el duodeno en alguna de las experiencias, dada la gran sensibilidad

a la ingesta que este 6rgano parece tener.

La sustitucidn de la dieta por otra enriquecida con coleste-
rol al 5 % origina en la HMG-CoA reductasa hepética un violento descenso
de la actividad que se inicia a partir de las tres horas del comienzo del tra-
tamiento. La enzima duodenal muestra un efecto anilogo aunque més répido,
de tal modo que a las tres horas del cambio de dieta (dos, del comienzo de
la etapa luminosa), la inhibicién alcanza el 64 % . Tanto los niveles basa-
les como las amplitudes, en ambos casos, resultan afectadas por esta inhi-
bicidbn, pero es de destacar que ambos parametros descienden mds acusada-
mente en la enzima hepitica. Puede verse asimismo que el porcentaje de

inhibicién en el cenit del segundo dfa es mucho mayor en hfgado que en asa

duodenal.
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Si se comparan estos hechos con las velocidades de incor-
poracibén de acetato a Ifpidos insaponificables en ambos tejidos,se observa
que la suplementacibén de colesterol a la dieta modifica los perfiles contro-
les de forma muy similar a la vista para la reductasa, confirmando, una vez
més, su caracter limitante de la ruta. En este caso, el efecto es tambien mu-—
cho més acusado en hfgado que en intestino, ya que en el primero de los 6r-
ganos mencionados, tanto la velocidad de incorporacién como sus variaciones
diurnas residuales son menores que en el asa -duodenal, 6rgano en que sigue
existiendo un ritmo francamente patente. Asl, por ejemplo, mientras que en
hfgado, l!a amplitud de! ritmo residual de incorporacioén es en el segundo dla
el 10 % , aproximadamente, de la control, en duodeno dicha amplitud persis-
te en un 76 % . AnSlogamente, la velocidad méxima en hfgado, durante el se-
gundo dfa de tratamiento es también del orden del 10 % de la registrada en
pollos alimentados con dieta estandar en tanto que en asa duodenal se conser-
va atin el 56 % . Otro aspecto de coincidencia con los cambios sufridos por
la HMG-CoA reductasa lo constituye la rapidez de la respuesta. Mientras
la incorporacién de acetato por asa duodenal disminuye claramente a las tres
horas de tratamiento con colesterol, en ese tiempo la incorporacibén en higa-
do casi permanece constante, aunque a la larga, sea el intestino el menos

afectado.

De todos estos datos se desprende que las variaciones diur-
nas de la reductasa hepatica, y consiguientemente de la colesterogénesis
hepatica, son més sensibles al colesterol presente en la dieta, aunque su
respuesta es més lenta que la duodenal. Esta mayor sensibilidad frente al
colestero!l de la dieta estarfa de acuerdo con la opinidon generalizada de que
el hfgado es el principal brgano en que la biosintesis de colesterol viene re-

gulada por este producto final (30, 47), siendo la colesterogénesis intestinal
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menos afectada porestetipo detratamiento, hasta el punto de asumir en es-
tas condiciones, seg(Gn algunos autores, el papel principal en la sintesis

endbgena de esteroles (28).

Se ha investigado tambien el efecto que tiene el colesterol
de la dieta sobre laontogenia del ritmo diurno en ambos érganos.Cabe decir
al respecto que la alimentacién de pollos, desde el dla de la eclosibn,con
una dieta que contenga un 2 % de colesterol,anula virtualmente la actividad
HMG-CoA reductasa hepética y duodenal, impidiendo los incrementos que
tienen lugar normalmente durante la primera semana de vida.Huelga decir,
por tanto, que las variaciones diurnas son igualmente abolidas bajo este

tratamiento.

Por Gltimo es de destacar que la actividad HMG-CoA reduc-
tasa de cerebro no se ve afectada por el colesterol suplementado a la dieta,
ni en su actividad especlfica, ni en las variaciones que puede sufrir a lo
largo del dia. Este hecho, unido a que su contribucibén es précticamente
constante a lo Jargo de las dos primeras semanas de vida y que el ayuno
también carece de influencia en lo que a la mencionada enzima se refiere
testimonia que la colesterogénesis en este 6rgano, asl como sus mecanismos
de regulacibén son completamente independientes de la ingesta, y desde luego
diferentes a los que actilan sobre otros 6rganos como pueden ser el hfgado y

el asa duodenal.

El efecto del ayuno sobre la actividad diurna de la HMG-CoA
reductasa hep4tica y duodenal es igualmente dréstico. En higado se observa
una clara disminucidén de la actividad que afecta tanto a los niveles basales

como a la amplitud del ritmo. E| efecto es mas répido que el manifestado con
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la dieta de colesterol, aunque los niveles residuales de actividad permane-
cen més elevados que en aquel caso. Durante el segundo ciclo se esboza,
como entonces, una ligera variacién diurna. En duodeno, la respuesta ini-
cial es mis rapida y mas violenta atin, para adoptar luego, durante el se-
gundo dfa, un perfil similar al causado por el colesterol de la dieta con un
leve indicio de ritmo. Por lo demés la intensidad de la respuesta es similar

a la mostrada por el higado.

La incorporacibn de acetato acusa igualmente el descenso
experimentado por la reductasa en ambos brganos pero reviste algunas pe-
culiaridades dignas de mencién. En el caso del higado la velocidad de in-
corporacibn parece verse mas afectada que la propia reductasa: la aboli-

14 - L . .
cidn del ritmo es pricticamente completa quedando un valor residual que
desciende lentamente hasta hacerse casi imperceptible hacia el final del
segundo ciclo. No obstante ello no significa necesariamente que el mecanis-
mo biosintético se haya visto afectado de igual manera, sino simplemente
que bajo estas condiciones el acetato puede haber sido desviado a otras ru-
tas metabdlicas por requerimientos energéticos o de otro tipo. En asa duode-
nal, sin embargo, esto no ocurre. En su conjunto, la velocidad de incorpo-
s . .

racién bajo los efectos del ayuno parece menos afectada, originando un per-
fil que, aunque algo més bajo, recuerda al obtenido con la dieta de coleste-
rol. En esencia, las oscilaciones diurnas permanecen, aunque como los ni-

veles basales, son sensiblemente menores que los controles.

Finalmente cabe destacar que también el asa duodenal reaccio-
na mAs rapidamente que el higado frente al ayuno. Al cabo de tres horas de
falta de alimento la actividad reductasa intestinal disminuye marcadamente,

mientras que la hepatica apenas modifica su nivel. De la misma manera, la
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incorporacibén de acetato por fragmentos de asa duodenal desciende signi-
ficativamente durante ese mismo intervalo, en tanto que los cortes hepa-

ticos no manifiestan esta tendencia.

La enzima de cerebro, una vez més, se muestra insensible
al tratamiento, al menos durante las primeras cuarenta y ocho horas que
suceden a la retirada de alimento. Ello corrobora lo expresado anterior-
mente acerca de los diferentes mecanismos de regulacibén de la actividad

reductasa en este drgano.

Cambios en la composicién microsomal

Otros de los objetivos propuestos al comienzo de este traba-—
jo era el de estudiar las repercusiones de los cambios de alimentacidén so-
bre la composicibon lipfdica de las membranas microsomales en que se aloja
la HMG-CoA reductasa. Como también se ha apuntado ya, la razon de este
estudio era la de observar si existen correlaciones entre los cambios even-
tualmente observados y las variaciones experimentadas por la HMG-CoA
reductasa. Con esta finalidad hemos determinado sistem&ticamente en dicha
fraccidn el contenido en colesterol y fosfolfpidos en animales sujetos a die-
ta estandar y durante las cuarenta y ocho horas siguientes a los habituales

tratamientos de dieta rica en colesterol y ayuno.

De los valores obtenidos para los animales controles alimen-
tados '"ad lib Itum' con una dieta comercial equilibrada destaca, en primer
lugar, que ninguno de los componentes estudiados muestra variaciones diur-

nas de concentracibén, incluidos el colesterol total, libre y esterificado. En
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rata se sabe que ni las concentraciones de colesterol microsomal (211), ni
incluso los niveles plasméaticos de colesterol se modifican practicamente du-
rante el dfa (211). Resulta paradbjico que siendo la colesterogénesis un pro-
ceso fundamentalmente rftmico, ninguno de estos niveles acuse modificacio-
nes detectables. Parece que ello puede deberse a variaciones paralelas del
"turnover' del colesterol, aunque sobre este punto es muy poco lo que se
conoce ( 211). En pollos alimentados normalmente, el cerebro es, de los
tres 6rganos estudiados, el que posee mayor nivel de colesterol microsomal.
En todos ellos la proporcidn de los ésteres de colesterol es netamente me-

nor que la de colesterol libre, situadndose entre el 15y el 20 %.

La concentracibdn de fosforo lipfdico total es igualmente mayor
en microsomas de cerebro y pricticamente igual en microsomas hepéticos y
duodenales. El resultado de ello es una relacibén molar colesterol: féosforo
lipfdico del orden de 0.3, muy similar en los tres 6rganos, si bien, en tubo
digestivo es algo mayor. No debe olvidarse, sin embargo, que cuantitativa-
mente, una parte importante del tejido analizado en el caso del asa duodenal
es realmente tejido muscular, para el que se ha calculado en embribn de
pollo una relacién C/P netamente mayor (de 0.4 a 0.5) (212). Por consiguien-
te el valor ligeramente alto encontrado por nosotros puede atribuirse real-
mente a la particular composicién tisular de este 6rgano.Casi todo el conteni-
do en fésforo lipfdico se debe a la aportacibén de cuatro fosfollpidos: esfingo~
mielina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol . De ellos,
el m&s abundante en los tres 6rganos es la fosfatidilcolina, seguida de la fos-
fatidiletanolamina. Juntos representan entre el 80 y 90 por ciento del total.

El menos frecuente es el fosfatidilinositol, que contribuye con un 5 % apro-

ximadamente.
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La alimentacibén con una dieta suplementada con colesterol
al 5 %, provoca importantes cambios en la composicién lipfdica de los mi-
crosomas hepéticos. En primer lugar, el colesterol total sufre un incre-
mentog, debido principalmente al aumento de la fraccidén esterificada, y que
se manifiesta claramente a partir de las tres horas del comienzo del tra-
tamiento. LLos aumentos del contenido en colesterol microsomal inducidos
por la presencia de esta sustancia en la dieta son conocidos en rata (213);
no obstante, estos efectos no son tan rdpidos como los descritos por noso-
tros, lo que viene a confirmar de nuevo las peculiaridades distintivas en-
tre ambos orfgenes, ratay poilo, en lo que se refiere a la capacidad de
asimilacién y acmulo de colesterol. En este sentido, algunos autores han
encontrado que alimentando pollos con una dieta suplementada conun 1 9
de colesterol, la concentracién hepética de este compuesto se incrementa
unas diez veces (214). En cuanto al incremento del porcentaje de los éste-
res frente a la forma libre, se ha comprobado que el colesterol esterifica-
do se incorpora més rapidamente que el libre a células en cultivo y es més
efectivo que éste en incrementar la rigidez de las membranas (215). Este
hecho podrfa deberse a que la unién de los ésteres con las membranas pa-
rece ser mis estable, en tanto que el colesterol libre puede ser f&cilmente

liberado (216).

E! segundo efecto importante que provoca el colesterol de la
dieta con los microsomas hepAticos de pollo es un descenso de los niveles
de fosforo lipfdico total, més réapido alin que el del colesterc!, que afecta
a todos los fosfolfpidos estudiados pero que, en valor absoluto, se debe
sobre todo a la fosfatidilcolina. Un descenso similar de fosfolipidos hepa-
ticos se ha mencionado también én pollo, varias semanas después de ser

alimentados con una dieta de colesterol al 1 % (214).
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Ambos efectos, el aumento de colesterol y la disminucidon de
fé6sforo total contribuyen a que la razbén molar colesterol/fésforo lipfdico
experimenta un incremento excepcionalmente rpido e intenso que tan solo
tres horas después del comienzo del tratamiento, es ya del 240 % . Asumien:
do que este cociente es un factor determinante del grado de fluidez de la mem-
brana (190), se sigue que la alimentacibén con una dieta rica en colesterol pro-
voca un violento descenso en la fluidez de las membranas microsomales hep&-

ticas.

Bajo este mismo tratamiento, no se ha detectado cambios im-
portantes en la composicién lipfdica de los microsomas de asa duodenal. Ni
el contenido en colesterol, ni el contenido en fosfolfpidos muestran variacio-
nes detectables, por lo que tampoco su razdén molar se modifica aparente-
mente. No obstante,como ya se ha mencionado, los microsomas analizados
de este 6rgano proceden, en buena parte, de células musculares y de otro
tipo, en que la colesterogénesis, y por tanto la actividad HMG-CoA reduc-
tasa es insignificante. No puede descartarse por lo tanto que el colesterol
de la dieta tenga efectos anilogos a los descritos para el hfgado pero loca-
lizados en las células microsomales colesterogénicamente activas, efectos
que hubiesen quedado evidentemente enmascarados.Con los datos de que se

dispone noes posible aventurar ninguna conclusién en este sentido.

En microsomas de cerebro tampoco se producen modificacio-
nes importantes en su composiciébn, como consecuencia de ingestas eleva-

das de colesterol como las ensayadas.

Finalmente, el ayuno durante dos dias consecutivos no lle-

va consigo cambios importantes en ninguno de los pardmetros medidos de
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microsomas hepéticos. En microsomas duodenales, la incidencia del ayu-

no es también escasa. A pesar de ello durante el segundo ciclo se detecta

un ligero incremento en la concentracién de colesterol respecto de las pro-
teinas microsomales, que es la causa de una modificacién paralela en la
relacién molar C/F’. Es concebible que pasadas las primeras quince o

veinte horas de ayuno, que dada la corta edad de los pollos supone un pe-
riodo de inanicibdn relativamente importante, tenga lugar una movilizacidn
generalizada de aquellas moléculas que,como fosfolfpidbs y proteinas, pue-
dan ser degradadas con fines energéticos. Es concebible también que los
tejidos musculares sean en ese caso uno de los mas afectados por esta mo-
vilizacién. En este sentido cabe decir que los animales sacrificados duran-
te el segundo dfa de ayuno, mostraban una regresidn muy evidente de la mus-—
culatura pectoral y del propio grosor del tracto duodenal. Si los hechos tu-—
viesen lugar de esta manera, serfa justificable que la concentracién de coles—
terol relativa a proteinas aumentara aparentemente, en tanto que la concen-
tracion relativa de fosfollpidos se mantuviese mas o menos constante sin que
ello implicara necesariamente que el ayuno provoque una alteracibn local de
la fluidez de la membrana en las células luminales que sintetizan esteroles
activamente. Para aclarar este punto nuevamente serian necesarios datos

més concretos sobre la mucosa duodenal.

En el cerebro, la influencia del ayuno puede cifrarse en des—
censos ligeros y paralelos del contenido microsomal de colesterol y fosfolf-
pidos que no acarrean modificacién alguna de la relacién molar C/P. En la
misma linea argumental, sugerida para el duodeno, estos cambios pueden
interpretarse sobre la base de reajustes metabblicos con fines energéticos,
generales por la inanicibn. En a>poyo de esta hipbtesis, Reddy y cols. (217)

han comprobado que en ratas jovenes desnutridas, el contenido cerebral en
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colestero! y fosfollpidos desciende, en tanto que la velocidad de incorpo-
racibn de 32P a fosfolfpifos por homogenados de este brgano sufre un in-
cremento del 30 % aproximadamente, lo que sugiere que realmente el me-
canismo de estos compuestos se acelera como respuesta a la limitacién

de recursos nutritivos exbgenos.
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Consideraciones finales sobre los mecanismos implicados

Esté suficientemente demostrado que las variaciones diurnas
de la HMG-CoA reductasa son consecuencia, al menos en higado, de cambios
en la cantidad de enzima presente y no de cambios en su actividad catalltica
(218). EI répido "turnover!' que presenta esta enzima es un hecho sobrada-
mente conocido (169) siendo la actividad mostrada en un momento dado el re—
sultado del equilibrio entre las velocidades de sintesis y degradaciéon. Dado
que numerosos datos cinéticos e isotbépicos sugieren que la velocidad de degra-
dacidén de la reductasa permanece esencialmente constante a lo largo del dfa
(159), hoy se piensa que el ritmo hep&tico serfa la consecuencia de variacio—

nes en la velocidad de sintesis de esta enzima, igualmente rftmicas.

Reiteradamente se ha venido afirmando, por otra parte, que
tanto el colesterol presente en la dieta como enel ayuno inhiben la sfntesis de co-
lesterol endbgeno actuando igualmente sobre la cantidad de enzima presente
(219), y més concretamente sobre su velocidad de sintesis (159). Estos hechos
parecen estar suficientemente demostrados. Que el colesterol puede estar di-
rectamente implicado en los mecanismos nucleares de control que afectan a la
sintesis de la reductasa, se desprende de los trabajos llevados a cabo por
Gould y cols (220). Estos autores han demostrado que existe una determinada
cantidad de colesterol ligado a la cromatina que podria desempefiar un papel
regulador importante segln ellos, dado que los aumentos diurnos de actividad
reductasa, estin asociados con incrementos del colesterol libre unido a esta

fraccidn; incremento que no tiene lugar a nivel microsomal.

No obstante,a raiz de las consideraciones sobre la vida me-

dia de la enzima hepAtica y sobre su velocidad de respuesta al ayuno o al
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colesterol de la dieta que se hacen a continuacibén, en nuestro caso, la so-
la presencia de este tipo de control a nivel de sintesis proteica pudiera no

ser suficiente para explicar los efectos obtenidos.

La vida media de la reductasa, entendida como el periodo de
tiempo necesario para que la cantidad de enzima presente se reduzcaa lamitad
como consecuencia de la degradacién, puede ser estimada por varios métodos
(169, 218). Una de estas posibilidades parte de Ia consideracién de que en
el tramo descendente del ciclo diurno de actividad la velocidad de sfntesis
de enzima es muy pequefia frente a la de degradacion siendo este Gitimo pro-
ceso, por consiguiente, el que condiciona fundamentalmente |la forma de la cur-
va en esta zona. Si se desprecia, pues, la influencia de la sintesis y suponiendo
que la degradacién de la enzima se lleva a cabo mediante un proceso exponen-—
cial de primer orden, en que la concentracién C de enzima presente, en térmi-

nos de actividad especflfica, viene dada por una expresibén del tipo:

C = Co. e 1

donde K‘ es la constante global de degradacidon, Co la concentracibén inicial
de enzima presente (igualmente en términos de actividad especffica) y t el
tiempo, se tiene gue, tomando logaritmos:

InC = 1InCo —K1t .
Por consiguiente, si el modelo es aceptable, la representacion de InC frente
al tiempo dari una recta de pendiente igual a K]. Debe indicarse, no obstan-
te, que este tipo de artificios carece de fundamentos tedricos sblidos, por lo

que las cifras dadas a continuacidon, como las calculadas en rata, tienen tan

solo un valor indicativo,
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En nuestro caso, tomando los datos de la tabla 7, y conside-
rando arbitrariamente t = 16:00 horas, se obtiene Un buen ajuste, con coe
0]

ficiente de correlacién Ir|= 0. 99,

A partir de esta recta, se obtiene un valor K1 = 0. .Definien-

do la vida media como:

T — —————
: K

se obtiene para la enzima hepética un valor de 6.9 horas. FEste valor es més

alto que los calculados por diversos procedimientos para la reductasa hepa-

tica de rata que, aungue varia segln los autores, se sitdan en torno a 4 horas

(219). No obstante, los perfiles de actividad diurna encontrados para la enzi-

ma de rata son bastante menos abiertos que los encontrados por nosotros en

pollo, lo que justificaria estas diferencias.

Si consideramos vélido este valor de 6.9, esto querria decir
que, supuesto un efecto inmediato del colesterol de la dieta o del ayuno y una
accidén exclusiva a nivel de sintesis de la enzima, la actividad puede, como
méximo, reducirse a la mitad cada 6.9 horas. Puede comprobarse sin embar-
go que los descensos de actividad habidos en ambos casos son demasiado r&—
pidos para ser compatibles con un mecanismo exclusivo de represidn de la
sintesis de reductasa. Si estos c4lculos son correctos, se sigue que deben -
existir otros mecanismos a corto plazo que justifiquen dichos descensos de
actividad. Recientemente, Mitropoulos y cols. han hecho argumentacién se-

mejante en rata, llegando a deducciones anilogas (189).

Dado que el ritmo en asa duodenal presenta una forma més

irregular, no ha sido posible establecer la vida media de la HMG-CoA reduc-
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tasa en este tejido, aunque es presumible que sea del mismo orden que la
encontrada para el hfgado, dadas las afinidades existentes entre ambas en-
zimas (209) y como se desprende del paralelismo encontrado entre sus rit-
mos diurnos. Puesto que las respuAestas encontradas en duodeno frente al
ayuno y frente a la dieta de colesterol son adn mas ripidas que las experi-
mentadas por el hfgado, puedesuponerse que las deducciones hechas ante-

riormente sean aplicables también a la enzima de asa duodenal.

En esta linea argumental, existen evidencias muy recientes
de que, tras un aporte extra de colesterol exbgeno, ocurren cambios gue,
mientras para unos son de tipo fisicoguimico y estarfan asociados a modifi-
caciones de la fluidez de las membranas microsomales, capaces de modifi-
car decisivamente la actividad reductasa (191) para otros supondrfan varia-
ciones en el "pool'' de colesterol microsomal accesible a id enzima, con igua-
les efectos. Cambios que, en opinidn de algunos autores podrfan correlacio-
narse con el incremento de colesterol esterificado en los lugares donde se
localiza la HMG-CoA reductasa (189). En cualquiera de los dos casos se pro-
poréiona una explicacidn plausible de los fenbmenos observados por otros
grupos en rata (189) y por nosotros, ahora, en el pollo, y que supondrfla
la existencia de un mecanismo, a corto plazo, de regulacién a nivel de mem-
brana, responsable de la respuesta inicial a los cambios de colesterol en la
dieta, y otro, a més largo plazo, que implicarfa una represién de la sfinte-
si s de la HMG-CoA reductasa seguida, posiblemente de la de las restantes

enzimas de la ruta (159).

En relacibn con este planteamiento, cabe decir que nuestros
resultados son compatibles, en el caso del hfgado, con tal mecanismo, dado

que se observa un dréstico descenso en la fluidez de la membrana, debido en
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gran parte, al colesterol esterificado presente en los microsomas. Aunque
este efecto no se ha visto en duodeno no puede descartarse su existencia, ya
que una parte importante del tejido analizado es de origen muscular, y los
cambios en la composicibén real de la mucosa, responsable casi exclusiva de

la actividad reductasa detectada, pueden quedar totalmente enmascarados.

El efecto del ayuno, sin embargo, no parece residir en modi-
ficaciones de la composicibn de las membranas microsomales que sean facil-
mente asociables a los cambios de actividad reductasa y de sfntesis de Ifpi-
dos insaponificables. Para algunos autores (221) los efectos observados en
estos parimetros tras la privacién de alimento habrfa que enmarcarlos en el
reajuste hormonal que tiene lugar en estas condiciones y que lleva consigo ,
fundamentalmente, la caida de los niveles de insulina, necesaria para que
tenga lugar el pico de actividad diurna (159) y el aumento de los niveles de
glucagon, hidrocortisona y c-=AMP todos ellos inhibidores de la reductasa

(159).

A raiz de las consideraciones realizadas anteriormente so-
bre la vida media de la enzima y la rapidez de la respuesta, parte al menos
de estos efectos deberfan ser directos sobre la propia proteina enzimética.
Resulta atractiva la idea de poder asociar a la cascada de reacciones de
fosforilacidn-desfosforilacidnque se postula para la HMG-CoA reductasa, la
existencia de una accidn similar a la que tiene la insulina sobre la glucogeno
sintetasa, induciendo la conversidén de su forma inactiva en forma activa. No
obstante, recientemente Dietschy y cols han presentado evidencia de que la
modificacién covalente no parece ser el mecanismo por el que actuarfa el

ayuno (219), por lo que este punto permanece alin oscuro.






6.,CONCLUSIONES







-289-

1.~ Se ha caracterizado la HMG-CoA reductasa como enzi—
ma ligada a membranas microsomales, habi€ndose calculado las temperaturas
de transicidén y las energfas de activacién para las enzimas de hfgado y cere-
bro. La suplementacién de colesterol a la dieta desde la eclosidn no modifi-
ca ambos parametros en el caso de la enzima de cerebro. La actividad en
higado queda anulada por este tratamiento. Asimismo, se ha estudiado la

inactivacién térmica de la enzima a 30, 50 y 70°C.

2.- La incubacién a 37°C de suspensiones microsomales con
sobrenadantes de 105. 000 x g solo origina una muy ligera activacibén indepen-
diente de la presencia o ausencia de ion F—‘., lo cual indica que, al menos en
nuestras condiciones experimentales, no es activa la fosfatasa postulada en
otros origenes para la activacion de la HMG-CoA reductasa. L.a congelacibh
y descongelacibén de los microsomas solo origina un 50 % de solubilizacidn

de la enzima, con una actividad especlfica inferior a la inicial.

3.- Se han estudiado las variaciones a lo largo del dfa en
la actividad reductasa de higado, asa duodenal y cerebro de pollos recién
nacidos. La actividad hepdtica de animales de 9 dfas muestra claramente
un ritmo diurno en cuyo cénit, situado en la mitad de la fase luminosa, la
actividad es 2.83 veces la actividad del nadir, situado en la mitad de la
fase oscura. Este ritmo diurno es inverso al descrito en rata. L.a enzima
de asa duodenal de pollios de 9 dias presenta variaciones diurnas semejan-
tes a las observadas en higado. L a enzima de cerebro de pollos de 6 dfas

No muestra variaciones significativas en funcién de la hora del dfa.
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4.- El ritmo diurno de las actividades hepaticas y duodenal
aparece,durante laprimera semana del desarrollo postnatal, incrementandose
su amplitud hasta alcanzar un valor aproximadamente constante hacia el no-

veno-decimo dia despu€s de ia eclosibdn.

5._ Se ha estudiado la contribuciébn global del higado a la
actividad reductasa, teniendo en cuenta el aumento en peso de este organo.
Los cambios en la actividad total en el cénit y en el nadir a lo largo de la
edad son semejantes a los de la actividad especffica, si bien la proporcion
entre los valores maximos observados a los 14 y 4 dias es practicamente el
doble en el caso de las actividades totales frente a las especificas. El mis-
mo fendmeno se ha estudiado en cerebro pese a la ausencia de ritmo en la
enzima cerebral, observandose que la contribucibn de este brgano es constan-
te a lo largo de | a edad y marcadamente inferior a la del hfgado a partir del

dia 4.

6.- E| cambio de dieta de los animales, adiciondndoles co-
lesterol al 5 %, produce un rdpido descenso de la actividad reductasa, cla-
ramente observable a partir de las 3 h de tratamiento. El ritmo diurno queda
afectado, esbozdndose tan solo una ligera variacion durante el segundo dia,
si bien la actividad se mantiene siempre por debajo del 20 % de la actividad
de los controles. En asa duodenal , el colesterol también disminuye fuerte-
mente la actividad reductasa, hecho que ya es patente a las 3 h de trata-
miento. No obstante, parecen persistir pequefias variaciones ritmicas a lo
largo de los dos dias de tratamiento, aunque con amplitud muy inferior a
la de los animales controles. La actividad reductasa de cerebro no se ve
afectada ni en su magnitud ni en sus variaciones por el aporte exbgeno de

colesterol
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La aparicién del ritmo durante el desarrollo postnatal y el
incremento observado en su amplitud quedan anulados por suplementacibén de

colesterol al 2 % a la dieta desde la eclosién.

7.- En animales sometidos a ayuno, la actividad reductasa
hepdtica desciende ya claramente al cabo de 3h, descenso que se prolonga
durante las 48 h de tratamiento, si bien parece insinuarse un ligero ritmo
durante el segundo dia. La respuesta del asa duodenal frente al ayuno es
semejante a la del hfgado, aunque el descenso de la actividad es mas acen-
tuado durante las primeras horas. L a actividad reductasa de cerebro no se

ve afectada por el ayuno.

8.- La incorporacidn de lZ‘C—acetato por cortes de higado
y fragmentos de asa duodenal presenta variaciones ritmicas a lo largo del
dfa cuyo perfil coincide con el de las observadas en la actividad HMG-CoA
reductasa. EIl cambio de dieta, suplementando colesterol al 5 %, disminuye
drdsticamente la incorporacibén de acetato por cortes de hlfgado,asi como las
variaciones ritmicas de la misma. Un efecto semejante, aunque mucho menos
acusado, se observa sobre la incorporacién por fragmentos de asa duodenal.
El ayuno produce una fuerte y rdpida disminucién de la velocidad de incor-
poracién de acetato por cortes hepdticos, con supresibn total del ritmo. En
asa duodenal la disminucidn es menos acusada, persistiendo variaciones diur-

nas.

9. - El contenido en colesterol total de los microsomas de
hfgado no presenta variaciones ritmicas a lo largo de las 48 h de ensayo.

L.os porcentajes de colesterol libre y esterificado en estos microsomas
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16. — EI fosforo lipfdico de microsomas de cerebro no se mo
difica sensiblemente durante el dfa, lo mismo que el porcentaje de cada uno
de los fosfollpidos estudiados. La dieta rica en colesterol no cambia los fos
folfpidos totales ni el porcentaje de cada uno de ellos. El ayuno ba}‘ece dis-
minuir rapidamente la cantidad de fosfollpidos tofales, correspondiendo es-

te descenso fundamentalmente a la fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina.

17.- La relacion molar colesterol/ fésforo lipfdico en micro
somas de cerebro no cambia ni con |a hora del dfa ni con ninguno de los tra-

tamientos ensayados.

Conclusidn final.- De los datos experimentales obtenidos se
desprende que el patrén diurno de actividad colesterogénica en el pollo re-
cien nacido esti directamente influenciado por la ingesta, aunque la inciden
cia de los cambios de alimentacién investigados es diferente para cada uno
de los é6rganos, atendiendo posiblemente a sus papeles especlficos dentro
de la interrelacion global del metabolismo. El higado es el 6rgano més sen-
sible al tipo de “ingesta pero no el mis rapido en la respuesta. El asa duode
nal es, de los 6rganos estudiados, el primero en acusar las variaciones in-
troducidas en |a dieta, aunque en su conjunto se ve menos influenciado por
ellas. Finalmente, el cerebro es independiente de estos factores.

Por su celeridad, estas respuestas no parecen deberse a un
mecanismo exclusivo de regulacién a nivel de sintesis de |a HMG-CoA reduc
tasa, preconizado en rata. En el caso de |a dieta rica en colesterol, nues-
tros datos son compatibles con una regulacién a corto plazo por alteracidon
de la "fluidez" de A membrana microsomal en que se inserta esta enzima. En

el caso del ayuno, este tipo alternativo-de regulacién, no parece probable.
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