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RESUMEN 

En el presente trabajo se evaluó el erecto del etanol 

en las membranas plasmAticas de cltlulas de origen tata! 

hepatl co humano (WRL-68). 

Para esto, las ctdulas WRL-68 cultivaron bajo dos 

exposiciones de etanol: crtmica (O .1 M durante 30 d1as) y 

aguda (0.5 H por 24 horas). 

se determinaron la fluidez membrana!, el contenido de 

fosto11pidos, colesterol y actividades de enzimas 

membrana les. 

La exposición al etanol modit1c6 la .fluidez de manera 

distinta, en el tratamiento agudo tuvo un efecto 

.tluidizante, mientras en la exposiclon crónica no varió, 

cuando se comparó con la. fluidez observada en las membranas 

testigo. 

En lc.t composición lip!dica, el colesterol se vio 

al tarado por la exposición al etanol y se encontró un 

aumento significativo para cada grupo tratado respecto al 

tt>stlgo. 

íii 



En cuanto a la proporción de ros!oltpidoB, las 

membranas plasmáticas de las eKposlclones al etanol 

mostraron una disminución slqnificativa en los/atidilcolina 

y toslatldll1nosJto1 y aumento en !os!atidlletanolamina, 

La actividad de las E'nzímas mombranales so observb 

.alterada de manera distinta, la 5'-nucleot1dasa mostro una 

disminuclon en ambos tipo!i de exposlcie>n, mientras en Ja 

ATPasa N1J.-K se determinó un ligero aumento, el cual no rue 

signirtcativo. 
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I. INTRODUCCION 

I. COllPONENTES ESTRUCTURALES DE LAS llEllBRANAS 

La comprensit>n de la función de la membrana plasm4t1ca 

requiere del conocimiento de los componentes individuales que la 

conforman y las interacciones entro ellos (Sharon. 1979) . . 

Las membranas estAin constituidas por 11.pidos, proteínas y 

carbohidratos. En los modelos dd organización de la :::c::.!;r.:.na, a 

los l1pidos se les ha asignado un papel estructural, sirviendo de 

barrera basica y matriz de anclaje para las proteínas y 

carbohidratos (Esquema l). 

l bicapa 

f lipidica 

Esquema l. Representacion esquomatica de la 
membrana plasmAtica. (tomado de Sharon. 1979). 

I. l. COllPONENTES LIPIDICOS 

I. J. 1. FosfolJ.pidos 

Los fostolfpidos son mol6culas antip&ticas que contienen en 

su estructura una región polar y otra no polar unidas por una 



r•9lbn de polaridad intermedia. La mayor!a de las membranas 

muestran heterogeneidad estructural en las cabezas polares, en 

la longitud y grado de insaturacion de las cadenas de acidos 

grasos (Singer. 1979} . 

Los .tos.fol!pidos pueden establecer dominios hidrorllicos o 

hidrorobicos quo dirioren en su composición y dln~mica (Wood }' 

Schroeder. 1988). Estos dominios determinan agrupamientos 

conrormando bicapas (Hitzemann y col. 1986; Treistman y Wilson; 

1987). 

Los .tosfollpidos dentro de las bicapas presentan tres tipos 

de movimientos: lateral, rotacional y transversal o ".flip-.tlop" 

(Esquema 2) • El movimiento de rotación es m~s ri!pido que l.os 

movimientos laterales y transversales lo cual provoca un aumento 

en la entropía y como consecuencia el movimiento lateral de los 

.fosfollpidos rererido como .fluidez también se ve aumentado, en 

tanto que el movimiento transversal se relaciona con la asimetría 

da la membrana (Hidalgo. 1980) • 

Esquema 2. Formas de movimiento de los tos.tolipidos en 
una membrana. (DRJ rotacion en su propio eje. (DT) 
lateral en el plano de la membrana. (tf} transmembranal 
o 'rlip-flop'1 (tomado de Harsh. J988). 
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En su ordenamiento los rosrol1pidos presentan transiciones 

de fases, que pasan del estado gel-cristalino a estado 11qu1do

cri.stallno (CUllis y col. 1976). En el astado de gel las cadenas 

hidrocarbonadas estAn completamente extendidas, relativamente 

r!gidas y empaquetadas, mi.entras que en el estado da l!quido

cristallno los acidos grasos presentan mayor separacion entre 

ellos, lo que causa un aumento en los movimiento de los 

rosrol1pidos en el plano lateral de la membrana (Lee. 1983). 

La temperatura de transicion, la antalpla y entrop1a se 

modifican con el alargamiento de las cadenas hidrocarbonadas. La 

presencia de dobles enlaces en las cadenas hidrocarbonadas 

disminuyen la temperatura de transición de gol a l1quido

crista11no. Darton y Gunstone (1975) sugieren que la transi.ci.on 

de rase depende de la posicion de los dobles enlaces a lo largo 

de la cadena hidrocarbonada. 

Las variaciones de la entropJa en las membranas biológicas 

se explican por los cambios en la temperatura de transición 

conreridos por los dobles enlaces de las cadenas hidrocarbonadas, 

as1 como por el tipo de llpidos, contenido de agua, concentración 

de sales y compuestos org~nicos (Huang y Hason. 1986). 

Las membranas celulares muestran una diversidad rica de 

11p1dos, esto ha sido observada en los distintos ti.pos celulares 

de un mismo organismo (Ansell y col. J977). 
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Los modelos termodln&mlcos sobre el ensamble de toslollpldos 

en tases polimorticas proporcionan el concepto de la forma 

dinamica de las moliAculas de 11p1dos por una estructura 

particular (Israelchvill. 1977). Los rosrol1p1dos con rorma 

cillndrica se acomodan con .facilidad en bicapa, mientras otros 

:tosfollpidos prefieren un empaquetamiento on tase hexagonal II 

(HIIJ o se distribuyen formando mi celas. El aumento en la 

longitud de la cadena de los ttcidos grasos en un fostollpido 

resulta en la transformaciOn de su geometria cllindrica a una 

forma de cono invertido (Huang y Hason, 1986) (Esquema 3). 

(e) 

(b) 

(a) 

Esquema 3. Arreglos de los fostol!pidos en tases de 
bicapa y no-bicapa. a) Blcapa, b) Hicelar y 
e) Hexagonal II (tomado de Huang y Hason. 1986). 

Los tostol1pidos con geometria irregular permitan un 

empaquetamiento continuo entre proteínas insertadas en la 

membrana. Esta geometría espacial la pueden adoptar los 



tostollpidos con cadenas hidrocarbonadas de dlterento longitud y 

pueden jugar un papel importante en la interacción lJ.pido

prote1na (Lutz y col. 1977; Burnell y col. 1980). 

Los estudios do resonancia magn6tica nuclear (RHN) 

empleando 

del es pin 

tostol.1.pidos marcados con deuterio y de resonancia 

electrónico (RES) usando 11pidos marcados con 

nitroxido, h11n mostrado que .;il gr4do de ::c\•i::ic::to de les 

tostol1pidos en las membranas depende do la localización de la 

sonda en la cadena hidrocarbonada (Seelig. 1979). 

El colesterol os otro 11pido coman en la membrana y tiene la 

capacidad de modificar la din~mica de las membranas. La difusión 

lateral de los tostol!pidas en presencia de colesterol 

determinada por polarización de .fluorescencia o RHN indlcan que 

el colesterol tiene un ligero electo en el movimiento lateral de 

los tostol.1.pidos (RUbenstein y col. 1979; Estep y col. 1978¡ 

Treistman y Hilson. l.987), sin embargo la presencia de colesterol 

disminuye la temperatura de transición de rase (Yaagle. 1989). 

La incorporacion de colesterol en membranas artificiales 

compuestas de 

estingomielina 

tostatidilcolina, rostatldiletanolamina, 

y prote1nas disminuye las atracciones 

electrost~ticas y las interacciones por puentes de hidrt>geno de 

las cabezas polares, con las protelnas (Yeagle y col. 1977). 
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Los 11pldos establecen interacciones especlricas con las 

proteínas membranales. Se ha considerado que esta interacción es 

un mecanismo para la regulación de la tune ion de las prote1nas. 

Yeagle (1989} propone, que las interacciones pueden involucrar la 

unlon del l!pldo en sitios espec.1.ricos de la proteína y la 

formacít1n de un anillo lip1dlco alrededor de la proteína. Por 

ejemplo la gllcotor1na de la membrana del eritrocito humano se 

encuentra asociada a rosratidillnos1tol (Armit.!ge y col, 1917} y 

la c1tocromo oxldasa se puede aislar unida a ditosfat1dilglicerol 

y cardiolipina (Powell y col. 1987). 

Las cabezas polares de los tostollpídos contienen 

estructuras cargadas que pueden interactuar con proteínas; en la 

determlnacJOn de estas interacciones Yeagle y Keslay (1989) 

usando RHN con fosfol1p1dos marcados con Jl-P observaron que el 

fosfatidilinositol esta unido a la glicororina. 

Los fostollpidos, al igual que el colesterol, son capaces de 

r~gul~r la actividad de las protelnas membranales, por ejemplo, 

con una baja proporcion de :tostatldiletanolamina s., es:t:.imuI" la 

actlvidad de la bomba de ca+2 en el retículo ca.rcop14smico 

(Kowles y Racker, J97S). Hui y col. (l9Bl) reportaron un aumento 

en la actividad de la ATPasa de calcio en sistemas reconstituidos 

con tost'atidilatanolamina que permite la formación de rase 

hexagonal II y sugJrieron que los cambios en la estructura de la 

membrana pueden estar asociados con la alteraciOn en la actividad 

de la bomba de calcio. 



Por otro lado, Hidalgo y col. ( 1982) reportaron que en el 

retículo sarcoplasmico la disminucion en la actividad de la 

ATPasa de calcio se relaciona mejor con el contenido de 

tostatid1letanolamina y no con la tormaclon de la tase II 

hexagonal. Un ejemplo, donde estas interacciones son criticas es 

el C.!SO de la enzfm.!J B-hidroxibutirato deshidrogenasa donde la 

tostatidllcolina es un requerimiento cnico para la tuncionalidad 

de la enzima (Isaacson y col. 1979) 

DistribuciOn asimetrica de los tosrolipidos en la membrana. 

L4 distribución y proporcion de los tos:to11.pidos en ambas 

capas de una membrana es di:terente, esto determina parte de la 

asimetría. Esta característica de la bicapa 11p1d1ca juega un 

papel importante en la :funcionalidad de las proteínas insertadas 

en la membrana. 

se conoce poco sobre como se origina y mantiene la 

distribuc10n de los tos.:to11pidos en la membrana en los dominios 

clto.:tacial, exotacial (Karnovsky y col. 1982) y lateral 

(Treistman y Wilson. 1987}. Por ejemplo, en la membrana del 

eritrocito, la tostatidiletanolamina y la tostatidilserina est4n 

localízadas preteren temen te en la monocapa ci toplasmica y la 

es.:tingomielína y la tostatidílcolina son mas abundantes en la 

monocapa exterior (Van Deenen. 1981). 



Sobre el mecanismo del origen y mantenimiento de la 

asimetria de la bicapa l1p1dica, Helmkamp (1988) propuso la 

part1cipaci6n de prote1nns en la transferencia de tostol!pldos, 

la cual parece depender do las asociaciones selectl vas entre 

estas proteínas y los tostol1pldos. As1 mismo, Devaux ( 1988} 

determinó un rlujo r6pido de an4logos de la 

.tos.tatldiletanolamina y la tos.tatldllserlna de la monocapa 

exterior en relación con la monocapa ci toplasmica, que ademas, 

tue dependiente da la h1dr61isis de tritos.tato de adenosina 

(ATP). 

I. l. 2. Colesterol 

La estructura del colesterol estA .tormad~ por cuatro anillos 

.fusiona.dos, lo que produce una apariencia plo3na de la .mo16cula 

(Esquema 4) • El sistema de cuatro anillos no esta con.tina~o a una 

con.tormacítm, ya que el primer anillo (AJ puede adoptar una 

contormaclon alterna en cristal, ademas de haber una mayor 

flexibilidad en la cola no c!clica de la mol&cula de colesterol 

(DUax y col. 1980). 

Esquema 4. Estructura del colesterol 
(Tomado de Yeagle. 1989) 



La molecula es predominantemente hldroróblca y el 3B

hidro1dlo le conrlore un e.tractar anri~tico, esto hace que el 

colesterol muestre una orientación en una membrana con el grupo 

hidroxilo hacia el solvente hidrorllico y el anillo asteroide 

orientado en p.!tralalo a lA.ti: cadenas hidrocarbonadas de los 

tostollpídos (Yeagle. 1989). 

El contenido de colesterol en las membranas de una celula no 

es uniforme, ya que se presenta en concentraciones mayores en la 

membrana plasm.ttica en relaclt>n a las membranas intracelulares. 

En membranas plasmaticas de hepatocitos se presenta una relación 

de o.s moleculas de colesterol por una de t'ostol1p1do. As1 mismo, 

las membranas de eritrocitos contienen aproximadamente 45\ de 

colesterol en relacion con los 11pidos (Cooper, 1978); en tanto 

que las membranas de retlculo endopl.tsmlco liso contlenon del l0-

l2t de colesterol. 

El colesterol en la membrana plasm~tica no estd distribuido 

unit'ormemente. Por ejemplo, f;lln las celulas de la mucosa 

intestinal de rata, se encuentra en una concentración mayor en la 

superficie basolateral que en la supert'icie apical (Chapelle y 

Gilles-Baillien, 1983). Por otra parte, en las regiones 

involucradas en las uniones de adherencia y comunicantes no hay 

colesterol (Severs. 1982). Otra región especializada de la 

membrana pl.asm~tlc.a como las criptas cubiertas tienen menor 

contenido de colesterol que el resto de la membrana (Hontesano y 

col. l979). 
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Las propiedades de la membrana pueden ser al taradas por la 

presencia del colesterol, ya que afecta la permeabilidad a la 

glucosa en sistemas naturales y artificiales (Yeagle y col. 

1977). El cambio de posición del grupo 3-hidroxilo del colesterol 

con respecto al plano de la molacula, hace variar la 

permeabilidad, por ejemplo sustituyendo el grupo bota-hidroxilo 

por aUa-h1drox1lo d1sm1nuye la permeabilidad (Bittman y col. 

1984). 

El e.recto condensante del colesterol es debido a que provoca 

una disminución del area super.ricial ocupada por los acidos 

grasos saturados e inaaturados (Demel y col. 1977 ; Bittman y 

col. 1984), disminuyendo la entalp1a y cooperatividad de la 

transición de la rase de gel a 11quido-cristalino (Estep y col. 

1978). 

Se ha propuesto que las proteínas integrales de membrana 

pueden variar su actividad y estado conformacional por la 

presencia de colesterol y la naturaleza de la prote1na membrana! 

j:n•olucrada {l•úagld l9á5 y 19/JfJJ. J::n relacion a esto, Huhlebach y 

Cherry (1982) encontraron que el colesterol promueve la 

agregación de la banda 3 del eritrocito humano, adem~s de que la 

1nteracc1ón de la banda 3 es m~s fuerte en monocapas de 

colesterol que en monocapas constituidas de toslo11pidos. 
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El colestorol est& involucrado en la modulación de la 

actividad de proteínas integrales de membrana. La ATPasa Na-K Y 

el intercambia dar aniónico de membranas de eritrocitos son 

inhibidos por colesterol en sistemas reconstituidos (Cla.ret y 

col. 1978; Yeagle, 1983). En tanto que el intercambiador ATP•ADP 

y el acarreador del lactato y la arabinosa son estimulados por 

colesterol (Grunze y col. 1980). 

I. 2. PROTEINAS 

Las proteínas de la membrana pueden estar insertadas en la 

bicapa l1pidica (integrales) o asociadas a ella (perit6rlcas). El 

interior de una bicapa es un ambiente energ~ticamente 

destavorable para los enlaces pept!dicos, por esta razón, las 

prote!nas insertadas en la bicapa presentan en las regiones 

transmembranalos aminoacidos hldrotoblcos que adoptan 

preterencialmento la contormaciOn de alta-h6lice (Chin y col. 

1986), que es onérgeticamente favorable (Jennings. 1989). Aunque 

hay casos excepcionales como el de la porina, que presenta 

contiguracion de barril B. En los extremos transmembranales hay 

una elevada incidencia de 4minoaclduti cacyá.:1.os, quo m.:i:ntjcnon a 

las proteínas en esta posición por ol erecto hidrot~bico, ya que 

las regiones cargadas dlf icllmente pueden penetrar en el interior 

da la membrana (Singar. 1971). 
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En varios tipos de prote1nas integrales, se ha supuesto Ja 

presencia de un anillo compuesto de JO o mas lostolJpldos (Grant. 

1988). London y Feigenson {1981) sugirieron que la composicíbn 

del anillo 11p1d1co puede tener 1ntluenc1a sobra la rigidez 

membranal. As! mismo, Blume (1988) propuso que los lJ.pídos en 

este anillo constituyen un estado energético intermedio comparado 

con los estados gel o liquido cristalino. 

Zambrano y Rojas (1988) encontraron que la ATPasa de Na-K 

requiere de un microambiente lipidíco para rea11%ar su actividad 

catalítica y que la fluidez de los loslolipidos en la membrana 

afectan la translocación 16n1ca. 

Las interacciones Losfol1pido-prote1na son estabilizadas por 

fuerzas hidrolóbicas, dipolo-dipolo y electrost6ticas entre 

otras (Gitler. 1972). Las proteínas qua estan asociadas a la 

membrana presentan una elevada carga negativa, que les permite 

mantener un contacto con las regiones polacos cargadas de la 

bicapa (Yeagle. 1989). 

En membranas de células integras y membrnnas modelo hay 

evidencia de que las interacciones tostol1pido-prote1na 

peritarica puedan inducir la separación do rasos. Por ojomplo, la 

5' -nucleotldasa, la tosta tasa alcalina y la acetllcolinesterasa 

est~n asociadas con tostatldillnositol (Lofll y Zllversmit. 1980). 
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Las prote!nas integrales que realizan runc1onas da 

transporte transmembranal estAn colocadas asimtttricamente en la 

membrana y su orientación es en una u otra direccion 

perpendicul•r •l pl•no del• bic•pe (Singar. 1971). 

La distribuciem de las prote!nas de membrana puede estar 

influenciada por ~actores qua regulan el arreglo l1p1dico. varias 

cadenas polipept1d1cas pueden asociarse formando unidades 

macromoleculares, por ejemplo las mol6culas de bacteriorrodopsina 

forman un ret!culo cristalino en la membrana plasm4t1ca de 

Holobacteriym hA.l..Qlú.um (Fisher y stoecknieus. 1983). Otro ejemplo 

son las mol6culas de conexina que forman las uniones comunicantes 

en c6lulas animales (Unwin y zampighi. 1980). 

Las prote!nas integrales interacttran con elementos del 

c.itoesquoleto durante la locomocion amiboldea, fagocitosis, 

pinoci tos is y el movimiento de receptores durante la tormaci6n de 

los casquetes en 11nroc1tos (Singar. 1979). 

I. 3. CARBOHIDRATOS 

La mayor1a de las membranas plasm4t1cas contienen 

carbohldratos unidos a proteínas y 11pidos (glicoprotelnas o 

<¡11col1pidos) (Gitler. 1972), los cuales est&n orientados hac111 

el exterior de la c6lula, las membranas de los eucariontes 
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presentan como componente principal 4cído siallco que contribuye 

a la carga neta negativa t!pica en este tipo de celulas (Yoha y 

Rosenberg. 1979). 

Su localización y diversidad estructural hace que los 

carbohidratos actei:on como antenas senslblBs por las cuales la 

c6lula detecta se~ales extracelulares (Sharon. 1979). 

Las glicoprota!nas mambrar.~lc~ son c~p~ces de reconocer 

carbohidratos extra.celulares; Weigel y col. (1979} demostraron 

que los hepatocitos se unen a geles con residuos de 

carboh1dratos. Blackl;>urn y Schnaar ( 1983} observaron que las 

celulas epiteliales de hJgado se unen a superricies de plAstico 

cubiertas con analogos de glicol!pidos. 

Los glicol1pidos di.runden libremente en el plano de la 

membrana y es posible que asten involucrados en la polarización 

celular, adem~s presentan temperaturas elevadas de transición de 

orden-desorden (Spiegel y col. 1985). 

El contenido de glicolipidos depende de patrones espaciales 

y temporales del crecimiento o inducidos por agentas externos. 

Los patrones involucran probablemente la expresión tridimensional 

de oligosac~rldos en las superficies celulares (Roberts y col. 

1986). 



En general los carbohidratos participan en :funciones 

celulares de comunicac1on, control del crecimiento celular, 

diferenciación y relac16n huesped-parasito (Sharon. 1979). 

II, ALTERACIONES HEHBRANALES PRODUCIDAS POR LA EXPOSICION AL 
ETANOL, 

Por sus características risicoqu!micas el etanol, puede 

penetrar rapidamento la bicapa l i_o1dica afectando propiedades 

fisicoqu!micas de la membrana. Se conoce poco sobre la naturaleza 

de la interacción del etanol con los componentes de la membrana, 

es probable, que interaccione con la cabeza polar de los 

fostol!pidos, anclandose por medio del grupo funcional hidroxilo 

(Wood y Schroeder, 1988). 

La acción del etanol sobre las membranas es a nivel :t1sico, 

ya que las alteraciones son mas parecidas a las producidas por la 

temperatura que a la unión de un receptor membrana! (Goldstein y 

Chin, 1981) • 

:to se conoc~ s1 ul t1La.nol se distribuye en ambos 1actos ele la 

membrana (Wood y Schroedor, 1988). Sin embargo, se ha encontrado 

que en liposomas producidos a partir de fos:tol!pidos aislados de 

c•lulas que han sido expuestas al etanol, presentan una tendencia 

a desordenarse, al igual que las membranas intactas, por lo que 

se considera que este erecto no es dependiente de la asimetr1a de 

la membrana (Taraschi y col. 1985). 
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Hill y Bangham (1975) sugirieron que la composicien lip!dica 

de las membranas celulares puede cambiar de acuerdo con las 

condiciones rarmacolóqicas a las que un organismo esta expuesto. 

Este electo es semejante a la capacidad de bacterias y organismos 

poiquilotermos para cambiar la composiciOn de los Acidos grasos 

de los tostol1p1do3 de acuerdo a la temperatura ambiental (Porta 

y col. l96S). 

Las membranas celulares que han sido estudiadas con mayor 

1nter6s para avaluar los electos que el etanol produce, son las 

mitocondriales y las microsomales, las primeras por ser el sitio 

de produccit>n de enargla (CUnningham y col. l.982; Waring y col. 

1982) y las tJltimas por estar involucrada en la degr4dación da 

agentes toxicas (CUnningham y col. 1982). 

Los reportes sobre las al tara clones en las membranas 

plasm~tlcas producidas por exposicion al etanol, se han 

encaminado en gran parte a conocer el proceso de adlcclon que se 

presenta en organismos expuestos crOnicamente a este compuesto, 

para esto se han aislado principalmente las membranas para su 

estudio de c~lulas cerebrales (Chin y Goldstein. 1977; Harris y 

Schroeder. l98l) 

Se ha reportado que al exponer ratones al tratamiento 

cronico con etanol las membranas sinaptosomales presentan mayor 

rigidez en calacion a las membranas aisladas de los animales 
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control; este efecto se ha determinado tanto por resonancia 

del esp1.n electronico (Lyon y Goldstein, 1983), como por 

polarización de r luorescencia (Harris y col. 1984) o bien 

resonancia magnetica nuclear (Goldstein y Chin 1981). 

Las membranas aisladas de ratones expuestos J..n. .Y..J..xQ. al 

etanol son m&s resistentes a la adición J..n ill!:Q y se sugiere 

que las c6lulas se adaptan a la presencia permanento de la droga 

fluidizante (Goldstein y Chin. 1981). Adem&s hay una disminución 

en el contenido de Acido esteb.rico, incremento en el acido 

araquidónico (Littleton y col. 1980), así como un aumento en la 

relacion de acidos grasos saturados/Acidos grasos insat:urados 

(Horrison y col. 1984). 

El etanol puede inhibir o estimular la actividad da enzimas 

1nsertadas en la membrana, por ejemplo la adenilato ciclasa de la 

membrana plasmAtica (Luthin y Tabakott. 1984), la ATP sintat:asa y 

la citocromo oxidasa de la membrana interna m1tocondr1al (Tayer y 

Rubin. 1979; Gordon y col. 1982), la ATPasa-Ca+2 de ret:1culo 

sarcoplasmico, los canales it>nicos (canales para calcio sensibles 

d voltaje y el canal para Cl- mediado por receptores del 4cido 

aminobut1rico-GABAJ. Huchos de estos eLectos pueden estar 

asociados a la modificacion de la composición lipldlca de la 

membrana (Wood y Schroederª 1988¡ Yeagle. 1989). 
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El etanol modifica la: tluldaz de la anombrana, esto se ha: 

explicado en funcitm de que la membrana esta organizada en 

regiones diferenciales, por lo que el efecto es distinto en cada 

una de estas regiones (Wood y Schroedor. 1988). La incorporacion 

de sondas a d1terentes niveles de las cadenas 

hidrocarbonadas permiten esta:blocer que la region hidrolóbica de 

la membrana presenta mayor fluidez que la hidrofllica (Chin y 

Goldstoín. 1981). 

Se ha sugerido que ol etanol no tiene preferencia por alguna 

de las capas de la bicapa (Wood y col. 1990). Sin embargo, 

Cbana:bel y colaboradores ( 1.985) al exponer membranas de 

eritrocito al alcohol-bencillco determinaron mediante el uso de 

sondas fluorescentes permeables e impermeables que el alcohol 

aumenta en mayor grado la fluidez de la monocapa citopl~smlca, lo 

cual permitió proponer que el etanol debe presentar un electo 

mayor en la region mAs fluida~ 

Las membranas de calulas de distintos Organos son afectadas 

de dll~rentc !or~~ p;tr 18 ~rposicion al etanol (Schuller y col. 

1984). A pesar de su importancia en la absorción de nutrimentos, 

transporte de iones, mantenimiento de la integridad celular y 

transduccíon do in.formación a traves de receptores especJ..ticos, 

se han realizado pocos estudios empleando la membrana plasmatica 

de los hepatocitos. 
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Wing y colaboradores (1984) reportaron que en la membrana 

plasmatica de hepatocitos de ratones expuestos al etanol, hay una 

d1sm1nuc16n del contenido de acidos grasos 18:0 y un aumento en 

JB:l. 

Polokott y colaboradores (1985) determinaron en ci&lulas de 

hepatoma de Reubor HJS expuestas cronlcamente al etanol un 

incremento en la relación rosLat1dilco11na/estingomiel1na, que 

esta asociado con el aumento en la fluidez de la membrana, 

III. SISTEHAS MODELO UTILIZADOS PARA ESTUDIO DE LOS 
EFECTOS DEL ETANOL. 

Bl hombre esta expuesto a dlvorsos xenobiot!cos como, 

t.trmacos, pesticidas y solventes org~nlcos entre otros. Estos 

d!Lieren en su estructura qu!mica y consecuentemente en sus 

actividades blolOgicas. La capacidad do un compuesto para causar 

algun electo biológico, depende en alguna medida de los grupos 

.tunc.ionales que lo constituyen; el conocimiento da algunos de 

estos grupos Po?rnd te prcdoc.ir al CJrilcto <1t1l xanabiotico (Stammatí 

y col. l9Bl) • 

Existan pocos estudios realizados en humanos. Los resultados 

a partir que se han de muestras de biopsias y necropsias. Estas 

tlltlmas, tienen la desventaja que tras horas posteriores del 

fallecimiento, hay disminucion en la actividad metabolica de los 
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xenobióticos, por lo qua son poco viables para este tipo de 

estudios (Powis. 1989), 

Existe un ntimero considerable de modelos animales, que han 

mostrado las alteraciones primarias producidas por la lngesta del 

etanol (h!gado graso), pero no los erectos secundarlos como la 

cirrosis. Esto se ha relacionado con variiables tales como, la 

edad, sexo y la nutrición (Lleber y col. 1989¡ Derr y col. 2990). 

Un problema en la estlmaclim de riesgo en el humano esta 

asociado a la rorma en que son transformados los xenobiótlcos en 

los dlrerentes organismos, ya que existe dl.terencla en la 

velocidad y vlas que son utilizadas para la detoxl.ticaclón entre 

el hombre y los animales de experimentación (Benrord y Hubbard. 

1987). 

Actualmente se han desarrollado los cultivos celulares para 

la evaluación de tóxicos. Entre las principales ventajas que 

presentan estos sistemas, es que se tiene controlado el ambiente 

L1s1coqu1m1co (plf, temperatura, presión osmótica, oxigeno) la 

concentración del sustrato y las concentraciones de hormonas que 

el1m1nan las complejas interacciones que se presentan J.n. l!i.\!Q 

(Ham y Hckeehan. 1979) 

Existen varios tipos de cultivos de c6lulas de origen 

hep~tico empleados en este tipo de estudios¡ los cultivos 
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primarios de hepatocitos y las l1neas celulares. Los dos crecen 

adheridos al soporte de cultivo y permiten el estudio de la 

prolit•raclón, migracion, adhesión y regulacion del contacto 

c6lula-c6lula. 

sin embargo, los cultivos primarios de hepatocltos tienen 

una vida media de aproKimadamente de dos semanas, qua en algunos 

casos hace poco ra.ctible considerar la exposición al etanol de 

tipo cronico (McQueen y Williams. 1987). 

Por otro lado, las lineas celulares pueden ser identiricadas 

considerando las siguientes características: mortolog1a celular, 

inhibición por contacto, elevada actividad tibr.1nol1t1ca, re

expresión de antígenos celulares, namoro ilimitado de divisiones 

celulares y capacidad de producir progresivnmente tumores 

prolirerantes cuando son inoculadas en animales de 

experi•entacion (Sta.maati. l981). 

Las c6lulas de origen hep4tico pueden mantener varias 

caracter1stica:s típicas de hepatocitos como sintetizar alb~mina, 

fibrinogeno, trans:terr1.ntt (Crane y col. 1975) y al:ta-.teto 

proteína (Sell y col. 1975). 

Adem.ts de las caracterlstlcas anteriormente mencionadas, 

algunas mantienen la capacidad de metabol.izar xenobióticos, lo 

que las convierte en una buena herramienta. 
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A pesar de ser dificil el establecimiento de lineas 

celulares hep.91ticas, se pueden adquirir comercialmente algunas 

provenientes de dí.terentes especies y diversos grados de 

di.terenciacitin (Grishman. 1983). Entre ella& es tan, por ejemplo 

la linea Chang de adulto normal y la WRL-68 de origen embrionario 

normal ambos de origen humano. 
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IV, JUSTIFICACION 

El desarrollo de estudios sobre los mecanismos por los que 

el etanol produce alteraciones en distintos organos en el humano 

es importante; sin embargo, solo se han podido llevar a cabo 

pocos estudios en necropsias de órganos provenientes de 

individuos con alteraciones severas; a esto hay que agregar el 

problema de la elevada variabilidad entre 1nd1v1duos, que est.a 

asociada a Ja susceptibilidad. 

Se han utilizado animales de laboratorio para reproducir 

dalios crónicos a nivel hep4tico observados en los humanos. En 

estos estudios, se les administra el etanol a los animales en el 

agua, sin embargo el dallo por la ingestión se maní.tiesta como 

alteraciones gastrointestinales antes que se presente el dallo 

hep.ttico. 

Otro modelo para el estudio de los erectos tóxicos son los 

cultivos celulares hep4ticos que por su accesibilidad al 

xenobit>tico permiten determinar el erecto directo sobre la 

celul.e:, adem!s da logr~ un!! Pxpos1c1~n cr"nicJll!. 

En el laboratorio de Fisiología Celular de la Universidad 

Autonoma Hetropolitana-Iztapalapa se han empleado las c•Iulas 

hep4ticas WRL-68 de origen retal humano como modelo para evaluar 

las alteraciones producidas por el etanol y se ha determinado la 

liberación de enzimas citoselicas (alanino aminotransterasa, 
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aspartato aminotransferasa) y membranales (gamma glutamil 

transpeptidasa), el alargamiento en la duraciOn del tiempo de 

generacion, el aumento en las aberraciones cromosomicas y 

los cambios en las relaciones de los componentes de la matriz 

extracelular. 

A pesar de la importancia que tiene ol estudio de la 

membrana plasm&tica del hepatocito en el transporte de 

nutrimentos y la transducciOn de informacion extracelular a 

trav6s de receptores espec1ticos. Se han desarrollado pocos 

trabajos, donde los resultados obtenidos sobre el efecto a nivel 

de membrana plasm~tica del hepatocito han sido contradictorios 

aparte de que solo :;o han cuantificado los componentes de 

membrana o la fluidez, debido a las diferentes condiciones 

experimentales empleadas. 

El etanol influye en los component;es lip1dicos y proteicos 

provocando cambias en la funcionalidad de la membrana; de ah1 la 

importancia de analizar los oroctos directos qua puede producir 

el etanol en las células hep~ticas, para lo cual se utilizo el 

sistema de células hep.!ticas WRL-68, ya que re.tleja algunas de 

los erectos observados en tejido adulto. 
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V.- OBJETIVO GENERAL 

Conocer algunos electos causados por la exposición 

crónica o aguda al etanol sobre la composlcU:>n lipídica 

(fosrolJpidos y colesterol) y fluidez en las membranas 

plasmAtlcas de las c6lulas hepAtlcas WRL-6B. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

lJ Cuanti.tlcar el contenido de colesterol en membranas 

plasm&tlcas de c6lulas WRL-68 expuestas crónica o 

agudamente al etanol. 

2) Cuantificar y tipi.ticar ol contenido de fostol!pidos en 

membranas plasm&ticas de clJlulas WRL-68 expuestas crónica 

o agudamente al etanol. 

3} Determinar la fluidez en membranas plasm&tlcas y 

homogenados celulares totales aislados de c61ulas 

4) Determinar las variaciones en la fluidez por la adición J.n. 

~ de etanol a membranas plasm&ticas aisladas de 

c6lulas expuestas crónica o agudamente al etanol. 
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VI, HIPO'I'ESIS 

El etanol es un agente ttJxic:o que causa 

alteraciones a d1Lerente nivel risJ.oltJgico en c&lulas 

l:ep!ticas }' ya q-..:e l.i mumbcana plasmatica es el primer sitio 

de contacto de la calula con este hepatottJxico, al analizar 

el erecto que este produce en las membranas plasmaticas de 

la linea celular WRL-68 al ser expuestas a un tratamiento 

crónico o agudo, encontraremos diferencias en la fluidez y 

composición 11p1d1ca en relación a las celulas cultivadas en 

ausencia de etanol. 
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VII. HATERIALES Y HE'I'ODOS 

VII. 1. Hantenimiento de la linea celular hepatica (WRL-68). 

Las c6lulas so obtuvieron de la American Type Culture 

collaction (ATCCJ. Para el crecimiento celular se uso Hedio 

Hodirlcado de Du1becco (DH~H) adicionado con B\ de suero Letal 

bovino, l.O\ de amlnoacidos no esoncinles y o.l\ de antibióticos 

(penicilina / estreptomicina) con actividad de 10, 000 UI/ug/ml. 

Las celulas se sembraron en cajas de plascico esteriles y se 

mantuvieron en una atmósfera con 5\ de co2 , 95\ de aire con 

humedad relativa al 80\. Todos los experimentos se llevaron a 

cabo cuando las celulas se encontraban en la rase logar J. tmica de 

crecimiento. 

VII. 2. Exposición cronica y aguda al etanol. 

Para determinar los grados de exposicion, se realizo un 

experimento para ver el electo de la concentracion de etanol 

sobre la viabilidad celular, para 6sto las c&lulas WRL-68 tueron 

sembradas a ld mlsm.:.. dens.i!!.:ld en un-': plnctt rnultipor.os. Despues de 

24 horas ol medio fue eliminado y se sustituyo por modio fresco 

con diferentes concentraciones de etanol (10mH a 2HJ, ademas en 

los controles se coloc6 manito! o sacarosa pt.ra descartar electo 

osmotico. La viabilidad se determino dcspu6s de 24 horas, por la 

capacidad de las c6lulas vivas para excluir el azul tripano a 

O .2\ de concentracion final. 
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Una vez establecídos los tiempos y concentraciones de 

eKposicien, las c61ulas tueron sembradas a una densidad de 1.6 X 

105 ctHul11s/cm2 en botellas de 150 ml. Despues de 24 horas el 

medio !ue removido y se reemplarr;; por medio fresco con y sin 

otanol. 

Para el tratamiento crónico las c•lulas se oKpusieron a una 

concentraci~:: O .1H dff etanol durante treinta dias y para el 

tratamiento agudo las c6Ju1as fueron eKpuestas a una 

concentración de o.s H por 24 horas. 

VII.J. cuantilicación de proteJnas. 

La concentración de proteJnas de los homogenados celulares 

se determino de acuerdo al metodo de Lovry modificado por 

HarJcwell y col. (1978). Se prepar6 una curva de patrón usando 

albtJmina s6rica bovina (BSA), colocando en tubos de ensayo 10, 

25, so, 75 y 100 ul de la solución de BSA con una concentración 

de 0.1 mg/ml y ajustando a un volumen final de 1000 ul de agua. 

Se adicionó una mezcla de reaccion conteniendo, carbonato de 

sodio (2\), hidróxido de sodio (O. 4\), tartrato de sodio y 

potasio (0.16\), sultato de cobre (4\) y dodecil sulfato de sodio 

(SDS) (1'). 

La soluciOn se agite e incubo durante 10 minutos a 

temperatura ambiente. se adicionaron o.3 ml de reactivo de Folin-
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Cicalteau (2N) diluido 1:1 con agua destilada. La solución se 

incubó a temperatura ambiente por 40 minutos. Se ley6 la 

absorbancia de la mezcla a 660 nm. 

Para las muestras problemas se tomaron 10 ul de la 

suspensión de membranas plasmAticas aisladas y con agua destilada 

se llevaron a 1000 ul, siguiendo la adición de los reactivos 

antes descritos para la curva de albOmina. 

VII. 4. Aislamiento de membranas p1asm4ticas. 

Las membranas plasmaticas se aislaron de acuerdo con lo 

propuesto por Polokott y col4 (1985). Las ceJulas se Iisaron por 

choque osmótico en una solución l mH da bicarbonato de sodio 

durante 20 minutos. El lisado se centrifugo en un rotor Ti-65 a 

27, ooo X g durante 15 minutos y el pellet se resuspendió en 

sacarosa ajustandose la concentrac16n a 44\ y posteriormente se 

centrifugo en un gradiente de sacarosa (10, 20, JO y 40\ P/V} a 

90,000 X g durante 2.5 horas. 

Las tracciones correspondientes a las membranas plasmatfcas 

se localizaron entre las bandas de 20' y JO\ del gradiente, que 

se resuspendioron con bicarbonato de sodio 1 mH, se centri.tugó a 

48, 000 X g durante 30 minutos y al final se guardaron a -10°c 

hasta el momento de usarse. 

29 



VII. s. cuantlticaciOn de colesterol en membranas plasm&ticas. 

El contenido de colesterol en las membranas plasm4.tl.cas se 

determino se gen lo propuesto por Liebormann-Buchard ( 1957) • Se 

colocaron en tubos de ensayo al1cuotas de las membranas 

plasm4ticas con una concentracitm de l mg de prote1na y para la 

curva estandar se tomaron 0.02 ml de una solución patron de 

colesterol a una concentracl.On de 300 mg/dl. 

A cada tubo sa adiciono l ml de una mezcla do anhídrido 

ac6tico (6 .3 3 mol/ l) en ~cldo aci6tico (99'), se incubó a 

temperatura ambiente durante 30 min y se a/Jadiaron 0.2 ml de 

.tcido sul.ttJrico (97'J, se coloco la solución en bal'Jo de agua a 

2s0c y se leyo la absorbancia de las muestras a 578 nm. 

VII. 6. Extr .. cci~n de tostollpldos. 

Los .tos.follp:Ldos de membrana se ertrajeron por el m6todo de 

Bllgh y Dyar, (1959) de 14 siguiente m4ner4: 

A un mJ. de susponsion celular se le adicionaron 5 .o ml de 

una mezcla clorolormo:metanol (2:1 V/V) y se mantuvo durante 10 

minutos con agltacit>n ocasional. Se centri.tugo a 550 X g durante 

10 min a 4°c para eliminar las prote1nas precipitadas y otros 

residuos celulares. El sobrenadante se transririo a otro tubo 

donde se adicionaron 1.25 ml de cloroformo y o.s ml de agua 

destilada. La soluc16n se mezclo y posteriormente se centr1Lug6 
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a 550 X g durante 10 min para separar las fases organica y 

acuosa. 

La fase orgAinica so colecte!> con una pipeta Pasteur, se 

coloc6 en un tubo c6nico graduado y se ajusto el volumen a e ml 

con cloroformo. LOs solventes se evaporaron bajo una atm6sfera de 

nitr6geno. Los tostolfpidos extraídos so mantuvieron a -20°c 

bajo atmósfera de nitrógeno hasta al momento de emplearse. 

VII. 7. Separacibn de tostolipidos individuales. 

LOS :tostollpidos individuales se separaron por cromatogratia 

en capa rina de dos dimensiones siguiendo el m6todo do Rouser y 

col. (lno¡. 

El procedimiento se inici6 con la saturaci611 de la camara de 

cromatogratia para la primera d1mens16n con cloroformo : metanol 

: hidróxido de amonio en proporción 65:25 :s. se colocaron 

cincuenta ul del extracto lipídico sobcd plac~a da vidrin de 20 X 

20 cm y 0.25 mm de espesor de silica gel Sephadex G60 y la placa 

se coloc6 en la camara para desarrollar la primera d1mensi6n. 

Despu6s la placa se puso en un desecador al vacío durante la 

noche y posteriormente se corri6 en la segunda dimens16n con 

cloroformo: acetona:metanol:acido ac&tíco:agua en proporci6n 
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30:40:10:10:5, Despu6s de haber desarrollado la segunda dimensión 

la placa se colocb en un desecador durante 3 horas¡ los 

tosto11.pidos se revelaron con vapores de iodo. En un papel 

celotan se marco el patrón de separaclbn de los tos!olJ.pidos, 

oriqen y trente de corrimiento para calcular los Rt. 

VII. s. cuantiticacion de :ostol!pidos por contenido de 
tt>storo. 

La cuanti!icacitm de los tostollpidos se realizo segtln el 

metodo propuesto por Dittmer y Wells (1969). 

Los tostolipidos individuales se obtuvieron raspando la 

placa y colocando la s11ica gel en un tubo de ensayo. Las 

muestras se hidrolizaron anadiendo i. o ml de acido percltJrico 

concentrado y calentando a soºc durante toda la noche. El 

hidrolizado se ajusttJ a l ml con agua desionizada y se anadieron 

o .25 ml de soluciOn que contiene 2. 7\ de molibdato de amonio y 

2.s 1: do ~cjdo ~ttlftJrico. Despu"s de agitar se agregaron 0.065 ml 

de la solucitm reductora (~cido l, 2, .. -aminonat'tol sulrt>nico al 

8\). Paralelamente se preparo una curva patron de fos!ato entre 

o.oos a 0.6 nmol/ml bajo las mismas condiciones experiJDentales 

que las muestras problema. El color se desarrollt> colocando los 

tubos en agua hirviendo durante lo minutos. Se doj~ron enrriar a 

temperatura ambiente y se leyo la absorbancia a 830 nm. 
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VII. 9. Determinaclon de la fluidez en membranas totales y 

membranas plasmaticas. 

La Lluídez de las membranas se analizo mediante la 

polarizacitm de fluorescencia incorporando el .tluorocromo l, 6 

dítenil-1,3,S hexatríeno (DPHJ. En dos mllilltros de soluc10n 

amortiguadora de fosfatos se anadleron membranas para obtener una 

concentracion 200 ug/ml de proteína, la mezcla se incubo a 37°c 

por una hora. La polarizaciOn de fluorescencia se determino en 

un espectrotluorOmetro SLH Aminco equipado con polarizadores. De 

una solucion 2mH de DPH en dimetllformamida se agregaron 2 ul a 

cada celda. Se usaron 365 ma como longitud do onda de excitaciOn 

y 430 nm como onda de emislon. 

A partir de la .tormulai propuesta por Shinit:aky e Ihar, 1916 <!o 

se obtuvo el grado de la polarización de .tluoresconcia: 

(FH / Fm) - l 

p - --------------
(FH / Fm) + l 

P • grado de polarización de .tluorescencia. 

FH • lectura de intensidad de fluorescencia en paralelo. 

Fm • lectura de intensidad de .tluorescencia en perpendicular. 

Para cada grupo de membranas plasmAiticas de c6lulas 

expuestas al etanol o control se realizaron lO determinaciones. 
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VII. 10. Adición del etanol a membranas aisladas. 

A las membranas aisladas de los cultivos con distintos 

grados de exposición al etanol contenidas en 200 ug/ml, se les 

adíe.tonaron 20, 40, 60, 80 y 100 mH de etanol y se determinó l• 

polarización de fluorescencia siguiendo las condiciones descritas 

en el apartado anterior. 

VII. 11. Actividad enzim~tica membranal. 

La actividad de la ATPasa Na-X y s•-nucleotidasa se 

utilizaron como indicadoras de puresa de la preparación de 

membranas p1asm6ticas. 

La actividad de la ensima 5 '-Nucleotidasa se estimó 

siguiando el 116todo de Dixon y PUrdom (1954). Se coloc6 en tubos 

de ensayo, una solución 250 uH de adenosina s•-mono.l"os.l"ato a pH 

7.5 y se agregó el volumen de membranas puriricadas conteniendo 

l mg de proteína, se incubó esta mezcla a J7°C durante 2.5 horas, 

se detuvó la reacción ndicionando ml de TCA (acido 

tricloroac6t1co) al 30\, se mezcló la solución y se mantuvo en 

batlo da hielo durante 5 minutos. La me%cla da reacción se 

centri.fug6 a SSO X g durante 10 minutos para clarlricar. Bl 

fosfato 1norg~n1co liberado por acción de la S' -nucleotidasa se 

cuantí.fic6 por el m6todo descrito por Dittmer y Wells (1969). 
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Actlvldad de la ATPasa Ha-K se determino siguiendo el m6todo 

de svann y Albers ( 1975). La solucion de reaccion 

conteniendo HgC1 2 (3mHJ, ATP (3 mH), NaCl (130 mH], KCl (20 

mH] e bistidina (30 mH] a pH 7 .s, so equilibro a 37°C durante 5 

minutos. Entonces so anadieron 25 ul de suspension celular a un 

mililitro de medjo de reacción y se incubó la mezcla durante 5 

minutos a 31°c. La reaccitm se detuvo adicionando o .1 ml de TCA 

al SO\, los tubos se colocaron en bano de hielo durante S minutos 

y se les anadiO un mililitro de agua desionizada, la mezcla se 

centrit'ugo a 550 X g durante 10 minutos. El t'ostato inorgAnico 

liberado por acc1tm de la ATPasa Na-K, se cuantit1co por el 

116todo descrito por Dittmer y Walls (1969). 

VII. 12. An4lisis estadístico 

Se emplearon m•todos descriptivos para las variables 

cuantitativas individuales (promedio y desviación estandarJ. 

Ademas se emplearon metodos estadísticos interenciales para 

obtener conclusiones con nivel de probabilidad de p < O. OS de 

las relaciones causales observadas entre las variabl~s Jaétdia.~to 

la prueba t de student. 
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VIII. RESULTADOS 

VIII. 1. VIABILIDAD DE LAS CELULAS WRL-68. 

L4s c6lulas do la linea WRL-68 se pudieron cultivar y crecer 

como se ha reportado. Como se muestra en la Figura 1, las celulas 

presentaron una elevada viabilidad en un amplio intervalo de 

medios do cult1vo conteniendo etanol. Aen a concentraciones 

superiores a 0.75 H de etanol en medio de cultivo, las celulas 

mostraron SO\ de viabilidad. Bn tanto, las celulas crecidas en 

medio de cultivo suplementado con sacarosa o manito! murieron en 

su totalidad a concentraciones entre 0.010 a O.lH. 

VIII. 2. COHPOSICION LIPIDICA DE LA HEMBRANA PLASHATICA. 

El contenido de colesterol en las membranas control tu• de 

140 nmol/mg proteína, mientras que las membranas aisladas de 

cblul:ss gujetas a eJCposición aguda mostraron 225 nmal/mg 

proteína, lo que representa un incremento del 60\. Las membranas 

de células sometidas a eKposicion crOnica presentaron el 

mayor contenido (310 nmol/mq proteína) habiendo un incremento del 

121' (Figura 2}. 

Las membranas totales mostraron un comportamiento similar al 

encontrado en las membranas plasmAticas. Las celulas control 
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FIGURA 1. VIABILIDAD l>E LAS CELULAS 
WRL-68 EXPUESTAS DURANTE 24 HORAS 

AL ETANOL. 
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FIGURA 2. CONTENIDO DE COLESTEROL EN 
MEMBRANAS PLASMATICAS DE CELULAS WRL·s&, 
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mostraron un cont:enido de colesterol de 670 nmol/mg proteJna, 

mlentras 1 as membranas proven.1entcs de la exposición aguda 

tuv.1eron valores de 834 nmol/mg proteína y para la exposición 

cronica el valor promedio fuil de 1020 nmol/mg prote!na 

(Figura 3). 

En relación al contenido total porcentual de tosfol1p1dos, 

.tu6 modificado por la expos1c16n al etanol, tanto en el 

tratamiento crónico y agudo. Los valores encontrados, se 

presentan en la Figura 4, donde se observa que las c6lulas 

control mostraron un promedio de 910 nmol/mg prote!na, en tanto 

en las membranas aisladas despu6s de la exposición crtmica al 

promedio fu6 de 876 nmol/mg proteina que representó una 

disminución del 4\ y en la exposición aguda el promedio fué do 

750 nmol/mg prote!na representando una disminucltm del 1Bl en 

comparación a las cctlulas control, no mostrando diferencia 

significativa. 

A partir de los resultados antes referidos se obtuvo la 

re.laci.tm colesterol/tosLol1p1do, 111 cual tue modificada por la 

expoaicion al etanol. Se observa que en las membranas control la 

relacjOn fulJ del o.is, mientras para la exposición crón1ca 111 

relación se incremento s1gn1.t1cat1vamente a 0.35 que representó 

un aumento del 133\, mientras que en la axpos1c1tm aguda la 

relación rulJ muy similar a la observada on el tratamiento cronico 

(Tabla I). 
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FIGURA 3. CONTENIDO DE COLESTEROL EN 
MEMBRANAS TOTALES DE CELULAS WRL-68. 
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FIGURA 4.CONTENIDO TOTAL DE FOSFOLIPIOOS 
MEMBRANAS PLASMATICAS DE CELULAS WRL-6 
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TABLA I. RELACION DEL CONTENIDO DE FOSFOLIPIDOS Y 
COLESTEROL EN HEHBRANAS PLASHATICAS DE 
CBWLAS 'liRL-68. 

Bxposiciem 

Testigo 

crt.m1ca 

Aguda 

Fostolfpidos 
(nmol/mg prot.) 

910;!-118 

876,±10 

750±93 

Colesterol 
(mmol/mg prot) 

HOJ;.20 

310,±15 

22Sz_l2 

+ Col =- colesterol; FasL ,. Fostol1p1dos 
• p < o.os 

42 
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El contenido de fostolipidos individuales determinado por 

cromatograr1a bidimensional (Tabla IIJ, mostró que tanto la 

exposic1tm aguda como cronica modificaron el contenido da algunos 

fostollpidos. 

El contenido porcentual de rostatidiletanolamlna en las 

membranas control fue del 22.04\, el cual aumento hasta un 30.98\ 

en la exposicion crOnica y 28 .S\ en la exposlclon aguda, este 

comportamiento lue signirica.th·o (p< e.OS). En relación a Ja 

tosfatidllcollna, las membranas de c6lulas control presentaron 

44.63\, mientras en ambos tipos de exposicion al etanol hubo una 

disminucion, el contenido porcentual en las c61Ulas expuestas 

cronicamente dl etanol tue del 38.32\ y para el tratamiento agudo 

del 39.87\, no siendo diferentes signiticativamento. 

otro tosrol1p1do que tamblen var1ó fuertemente rue el 

rostat1d111nositol, que en las membranas control mostró valores 

de 10.24t, que en comparación a la expos1cion cronica mostro una 

dlsminucion del 18\ {p < o.os¡ y en la exposicion aguda disminuyo 

el 24\ (p <o.os¡. 

VIII. J. EFECTOS EN LA FWIDEZ DE HEHBRANAS PLASHATICAS POR 
LA EXPOSICION AL ETANOL. 

El erecto de la exposic16n al etanol sobre la flu1dez de 

membranas plasmAticas de c6lulas WRL-68 tue estimado por la 

polarizacion de fluorescencia utilizando ditenil-hexatrieno. 

43 



TABLA II. COHPOSICION DB FOSFOLIPIDOS BN HEHBRANAS 
PLASHA'l'ICAS DB CBLIJLAS WRL-68. 

Bs.tingo11ielin11 

Fos.t11tidilcolin11 

FosratidilHrin• 

Fos.tatidilinositol 

Fos.t11tidiletanol1111in11 

Otros 

Testigo 

X + D.B. 

7.l2J;0.25 

H.63,±4.05 

7 .2JJ;O .57 

10.24.±1. 06 

22.04;tl.80 

s .5u1.20 

99.64+1.24 

cronic11 Aguda 

X + D.B. X + D.B. 

6.56J;0.50 6.42J;0.65 

38.J2J;.2.80 39.87;!;.0.62 

6.23J;.0.28 6.38;J;.0.!13 

8 .48J;O. 62 7.7!1J;0.87 

J0.98;t2.96 28.50;t2.l8 

7.50,J;l.50 8. 64±,0. 8ll 

98,05+1.44 97.60+0.52 



8n la Figura s, •• •uestran los valores de la polarisacitm 

d• t1uorescenc1a, las ••llbranas plasmaticas provenientes de los 

trata•ientos agudo y crt>nlco al etanol mostraron un 

co•porta•i•nto di.terente entre ellos. Bl promedio en la• 

.. abrana• control .tu• de 0.189, valor que .tu• •i•ilar al proaedio 

ob••rvado en la erpo•icit>n crónica (0.168 u.a.J. Sin embargo, en 

las .. abran•• plasm4ticaa correspondientes a la exposicitm aguda 

.-oatraron un au .. nto considerable •n la rluid•• en relación al 

control (p < o.os¡. 

Bl erecto del etanol sobre la rluide• en las aelll>ranas 

total•• rue evaluado y •• observó que el control presentó un 

pro•edio de polarisaciOn da .tluorescenci.a de 0.224 que .tu• 

similar al promedio en las membranas del tratamiento crónico, 

m1entras que en las membranas del tratamiento agudo se observó un 

1ncre .. nto ligero en la rluides (Figura 6). 

VIII. J. l EFECTOS EN LA FWIDE11 DE HEllBRANAS PLASHATICAS 
POR LA ADICION 111. ~ DE E'I'ANOL. 

Ina•diatamsnto doapues del termino d• cada tipo de 

•Kposicit>n, s• analJsb el e.tacto de concentraciones crecientes de 

etanol adicionado en el ao .. nto de la d•terminacibn de la .tluides 

de la• .. abranaM plasmAticas, lo que es rererído como ei erecto 

d• la adicitin in n_tm. 
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FIGURA 5. POLARIZACION DE FLUORESCENCIA 
EN MEMBRANAS PLASMATICAS DE 

CELULAS WRL-68. 
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FIGURA 8. POLARIZACION OE FLUORESCENCIA 
EN MEMBRANAS TOTALES DE CELULAS WRL-66. 
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Las alteraciones en la fluidez de membranas plasmaticas 

provenientes de las exposiciones crónica o aguda .fueron 

di.terentes, como se observa en la Figura 7, las membranas de la 

exposición crónica no mostraron variaciones en la tluidez con el 

aumento en la concentración de etanol. Mientras las membranas 

plasm4tícas de c6lulas expuesta en torma aguda mostraron un 

aumento en la .fluidez conforme aumento la concentración de 

etanol; a concentraciones mayores de 20 mH, ya no se modificó 

m4s. Las membranas de c6lulas crecidas en ausencia de etanol 

mostraron aumento en la .fluidez contarme aumentaba 1111 

concentración de etanol, siendo este incremento mucho mas marcado 

que en las membranas con tratamiento agudo. 

Para determinar sí el comportamiento en el efecto de la 

adicltm J..n. ll.l.U:l1. del etanol es independiente del tipo de 

membranas celulares en estudio, se analizaron las membranas 

microsomales aisladas de c6lulas crecidas bajo las mismas 

condiciones de exposición 111 etanol. En la Figura B, se observa 

que la respuesta a la adición de concentraclones crecientes de 

etanol fu6 diferente a la observada en las membranas 

plasm.!ticas. As.1, las membranas control en este caso mostraron 

aumento en la rluide~ contarme se incremento la concentración de 

etanol. Este mismo comportamiento fue obsorvado con las membranas 

del tratamiento agudo y crónico solo quP. en asto caso l.J ma¡.·or 

modificación se presentó en las membranas del tratamiento agudo. 



FIGURA 7. EFECTO DE LA ADICION In Vltra 
DE ETANOL EN LA FLUIDEZ DE LAS MEMBRANA 

PLASMATICAS DE CELULAS WRL-68. 
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FIGURA 8. EFECTO OE LA ADICION In Vllro 
DE ETANOL EN LA FLUIDEZ DE LAS MEMBRANAS 

MICROSOMALES. 
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VIII. 4. ACTIVIDAD DE ENZIMAS HEHBRANALES. 

Ademas del analisis de los efectos del etanol en la 

composiciOn y rluidez de las membranas plasm~ticas de las c6lulas 

WRL-68, tambi6n se determino la actividad de enzimas 

caracteristicas de la membrana plasmAtica para conocer las 

alteraciones funcionales. 

El etanol in.fluyó de manera distinta en la actividad de 

enzimas marcadoras de la membrana pla.sm!tlca. La enzima s • -

nucleotidasa mostro un valor promedio de 156 nmol/h/mg de 

proteina en el control, en relacion a esta actividad, se observo 

que aumento el BS' de la actividad en las membranas de c6lulas 

crecidas bajo tratamiento agudo quo mostraron un valor promedio 

de 290 nmol/h/mg proteína, en tanto quo la eKposiclOn crtmlca 

mostro un valor promedio de 239 nmol/h/mg protelna lo que 

represente un aumento en la actividad del 53\ en comparación con 

las membranas de c•lulas control (Fig. 9). 

En la Figura 10, se observan los valores promedios obtenidos 

en la 11ctiv1dad de la ATPasa Na-K que no mostró alteracit>n 

sign1t1cativa por la exposición al etanol. Las membranas 

aisladas de la c6lulas crecidas en ausencia de etanol mostraron 

una actividad de 6.9 u~ol/h/mg proteína, en la exposición crónica 

la actividad tua de 6.3 umol/h/mg proteína observ~ndose una 

disminución del 10\, mientras que en la ~xpos1cit>n aguda se 
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FIGURA 9, ACTIVIDAD DE 5'-NUCLEOTIDASA 
EN CELULAS WRL-66 EXPUESTAS AL ETANOL. 
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FIGURA 10. ACTIVIDAD DE LA ATPASA NA-K 
EN CELULAS WRL-88 EXPUESTAS AL ETANOL. 
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observo una actividad de s. 9 umol/h/mg proteína mostrando 

disminuci6n del 15\. 
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IX. DISCCJSION 

Bl diLenil-hexatrieno es una mol6cula lipot!lic11 que 

incorporada en membranas, puede localizarse a lo largo de las 

cadenas hldrocarbonadas de los acldos grasos (Hulders y co1. 

1986) y permito detectar cambios en los movimientos laterales de 

las cadenas acilo (Lentz y col. 1976), ademas Lentz y 

colaboradores (1989) han sugerido que se distribuye de igual 

m.tncra on ragior.e:; en tases da gel y liquido-cristalino, por lo 

que permite analizar las propiedades dinamicas de la membrana. 

Por la accesibilidad del tóxico en sistemas cJe cultivos de 

tejidos, se puede considerar que la membrana plasm4tica es el 

primer sitio de contacto con el etanol, lo cual hace que sea 

susceptible de ser al tarada. La polarización de rluorescencia 

como medida de la din.tmica de los LosLolipidos en la membrana 

mostraron que la al teraci6n de la Llu1dez dependió del grado de 

exposición al etanol. 

La exposición al etanol por un perlado corto a una 

concentración elevada,, provocó un erecto tluidizante en las 

membranas,, el cual tue evidenciado por los valores elevados de 

polarizacitm de fluorescencia, mientras que las sometidas a una 

baja concentración y a un periodo de exposición prolongado no 

mostraron cambios en la fluidez¡ al compararse con los valores de 
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polarizacit>n de fluorescencia encontrados en las membranas 

p1asm4ticas de c61ulas cultivadas en ausencia de etanol (Fig. S). 

Este electo puede estar asociado a la capacidad del etanol 

de penetrar r11c1lmente la bicapa lip!dica (Wood y Schroeder. 

1988) y alterar la region dentro de la membrana que tiene mayor 

rluidcz (Ch~b~nel y col. 1985). 

La diferencia en .fluidez entre ambos tipos de eKposiciOn 

parece estar asociada a la moditicaciOn en el contenido da 

agentes que estabilizan la membrana. Por ejemplo, se considera 

que el calcio unido puede actuar como un protector de agentes que 

tluidizan la membrana (Seaman y col. 1974), adem.!s de inducir 

transicionos de .tase (Viret y Leterrier. 1974) y estabili:rar la 

rluidez (Papahadjopolus. 1974). 

Los resultados obtenidos en relaciOn a la exposicion crónica 

coinciden con estudios realizados en membranas aisladas de 

c6lulas de origen no he~tico. Las membranas sinapL01iom11lt16 dci 

ratones expuestos crónicamente al etanol son m4s r1gidaa que las 

membranas control cua.ndo se ha determinado la .fluidez por 

resona.ncia del esp!n electrenico (Lyon y Goldstein, 1983) o 

polarización de rluorescencia (Harris y col. 1984). 

Por otro la.do, se ha sugerido que el etanol tiene un etecto 

aslmetrico en las membranas. Wood y colaboradores ( 1990) 

encontraron en membranas sinaptosomales de anima.les en exposición 
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cr~nlca al etanol una roduccitin en las ditorencias de fluidez 

entre las monocapas citopl&smica y exterior. 

Las ditorencias de fluidez observadss entre las membranas 

plasmAti cas de cblulas crecidas on presencia y ausencia al 

etanol, parecen estar nsociadas con cambios observados en el 

contenido de colesterol y tostollpidos. 

se ha propuesto quo el colesterol &n las membranas juega un 

papel importante en la rigidez de las membranas (Vanderkooi y 

col. 1974). Shuller y colaboradores (1984) encontraron en 

membranas plasmaticas de ratas tratadas cron1camente con etanol 

un aumento en el contenido do colestorol i' sugirieron que este 

comportamiento puede ser responsable de las variaciones en la 

fluidez, que puede estar asociado a su efecto condonsante, ya que 

disminuye el area super!icial ocupada por tosfollpidos con Acidos 

grados saturados e insaturados (Demel y col. 1977; Bittman y col. 

1984). ~·1n emDaryv, r'dr.:i~:.~i ;- ~'..1bjn (1qR5) consideran que el 

aumento en el contenido de colesterol por la oxpos1citm al 

etanol, no es una observaci6n consistente, ya que las direrencias 

pueden deberse en parte al proccd1miento experimental, no se 

emplean las mismas concentraciones do etanol en los diferentes 

tipos de exposición, via de administrac16n, especies y periodos 

de la exposicion. 
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Una exp11cacltm al terna ti va es que el colesterol disminuye 

las alteraciones en la fluidez membranal despu6s de una continua 

exposición al etanol, pero que los cambios ocurren no solo por 

cantidad total de colesterol, sino tamb16n por la distribucltm 

del colesterol en las monocapas eKteríor y citopl4sm1ca. 

En relacion al efecto asim6trico del etanol en las 

membranas, Chab..,nel y col1r.borttdores (1985) encontraron en 

membranas de eritrocitos expuestas al alcohol-bencíllco un mayor 

efecto rluidizante en la monocapa c1topl4smlca que en la monocapa 

exterior. En membranas sinaptosomales de ratones expuestos 

cronicamente al etanol, este no provoca al teracion en el 

contenido total de colesterol,. pero si direrencias en el 

contenido do colesterol entre ambas monocapas (Wood y col. 1990). 

AdemAs la axposicitm al etanol de las c6lulas WRL-68 causo 

cambios en el patron de los rosfol1pidos,. como se observa en la 

Tabla II, este se caracterizó por la disminución en el porcentaje 

de tosro.tldilcolina y aumento en tosto.t1d1letanolam1na en las 

c6lulas expuestas al etanol. Estas modiJ:ic11.ciones al patrón de 

Lostol1pidos no corresponda a lo que se ha reportado en c6lulas 

hepat1c~s (Polokort y col. 1985), aunque esta raa6n da 

discrepancia puede estar basada en que la concentración que ellos 

emplearon fue de 80 m.H. 
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Estas alteraciones inducidas por el etanol se pueden 

interpretar como el resultado de la disminucion en la s!ntesis de 

tostatidilcolina o de la disminución en la conversion de 

tostatidiletanolamina a .tostatidilcolina, por lo que seria 

importante determinar cual de estas posibilidades es cierta. 

As! mismo, consideramos que la tendencia a la disminución 

del contenido total o individual de tostolipidos puede deberse 

a un fenómeno degenerativo membrana! a trav&s del proceso de 

lipoperoxidacion. Hemos observado que las cAlulas WRL-68 

expuestas al etanol siguiendo los mismos esquemas de tratamiento 

muestran un aumento en el grado de lipoperoxidacitm medido por la. 

producciOn de malondialdeh!do. 

Podemos considerar que las alteraciones observadas en el 

contenido de tosfolipidos despu6s de la exposición al etanol 

pueden estar controladas por respuestas complejas de un variable 

namero de sistemas enzimaticos y la renovacion metab011ca de los 

componentes llp!Jlcos Jndl\•.idu.:iltJ:¡. 

La adaptacion o tolerancia a la exposición crónica al etanol 

comprende una amplia variedad de eventos tisiol6gicos. A nivel de 

membranas plasm~t1cas que se manifiesta como una resiste11c1a al 

de&ordan molecular do los .tostolipidos por 111 11dici6n de etanol 

.l.D. ti.Ja:¡¡ (Chin y Goldstaln. 1981; Taraschi y Rubin. 1985). 
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Recientemente, se ha encontrado que el tostatidilinoslto1 y 

la tostatid11ser1na pueden conferir la resistencia al desorden 

provocado por el etanol in ti.tJ::Q en ves!culas reconstituidas de 

tosto1J.pidos de membrana microsomal hep4tica (Taraschl y col. 

1986). 

La dlsminucion de fosfatidil 1nos1 tal observada en las 

celulas WRL-68 crecidas en el tratamiento agudo de etanol, parece 

estar relacionado con los reportes de Rubín y Hoek (l9B6j; Rubin 

y col (1988) quienes encontraron un aumento en la actividad de la 

tostolipasa C espec!tica para tosloinosltidos en hepatocltos 

aislados de rata y plaquetas de humano expuestos al etanol. 

Por otro lado, stubbs y colaboradores (1988) reportaron que 

las mombranas microsomales de ratas expuestas crtmicamente al 

etanol desarrollan una resistencia a la hidrol!sis por la 

tostolipasa A2 comparada con animales control. 

Es d!t!cil relacionar las observaciones hechas por diversos 

investigadores sobre este topico con las nuestras, debido a los 

diferentes protocolos, las variaciones en la v!a de 

administracion, las concentraclOn, periodo de la exposiciOn al 

etanol y las especies de animales utllizadas. Por ejemplo, 

Polokoft y colaboradores (1985) reportan que las c&lulas de 

hcp~tom4 de Reuber H3S cultivadas en presencia de etanol (DO mH) 

durante tres semanas, con mbs resistentes a las alteraciones por 
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la adjcion de etanol, una vez que las membranas han sido 

aisladas. En nuestro estudio el tiempo de exposición t"u6 de 30 

d1as y una concentr1tcion de 100 mH, fueron requeridos para 

conferir la resistencia a la modificacion en la fluidez cuando se 

anadio etanol a las membranas aisladas. 

La adaptación de las membranas plasmAticas da las citlulas 

WRL-68 a la adición de etanol .t..n l!..í...t...o2 parece involucrar cambios 

en el contenido de colesterol y fostol1pidos, que ·es apoyado por 

el hecho de que la relación colesterol: tostolipido aumentó a 

O.JO en la exposicion aguda en comparaciOn al O. lS en las 

.membranas control. 

Esto es contrario a lo propuesto por Taraschi y col (1985) 

quienes no encontraron diferencias en el orden basal en 

toslatidilcolina y tostatidiletanolamina en microsomas de ratones 

alcoholicos usando resonancia del espin electrónico. AdemAs 

sugirieron que los cambios en el colesterol no son responsables 

de la tolerancia en membranas mitocondriales y m1crosomales de 

hlgado. 

Nuestros resultados concuerdan con el concepto de adaptación 

o tolerancia, que se ha observado en las c6lulas expuestas 

cronicamente al etanol, en el sentido que las modiricaciones 

lipídicas inducidas son necesarias para que las celulas puedan 

llevar a cabo sus !unciones dependientes de mambrana pla.smatica 

aun en presencia del agente tluidizante (Goldstein y Chln. 1981). 
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El etanol tamb16n puede alterar selectivamente 

mlcroamblentes en las prote1nas integrales de membrana (Salesse y 

col. 1982}, modificando la conformación o estructura secundaria 

do las prote1na.s mombranales. Por ejemplo, la actividad de las 

enzimas puede ser influencladtt por la fluida• membrana! como en 

la s•-nu_cleotldasa (Dipple y col. 1982) y ATP1tsa Na-K (Sinensky y 

col. 1979). Ambas responden de manera distinta a la presencia del 

etanol, el aumento dependionte do etanol en la actividad de la 

5'-nucleotidasa en las c6lulas WRL-68, es similar al observado en 

c6lulas cultivadas de glioma C6 (Syapin y col. 1980) y células de 

hepatoma de Reuber H3S (Polokotf y col. 1985), pero opuesto a lo 

encontrado en membrana plasmatica de h1gado de ratas alimentadas 

con etanol (N1sh1mura. y Teschke, 1982). Estas alteraciones en la 

.tunc1onalidad de enzimas membrana.les pueden estar asociadas a la 

composicion del anillo lipldlco, que puede tener influencia •obre 

la rigidez membranal. 

La in.tluoncia del etanol en la composicion y dinAmlca de las 

membranas plasm"ticas da c61ulas WRL-68 en ambos tipos de 

exposicitm, puede tener in.fluencia. en Ja. transducción de 

inlormaciOn exteríor-ci toplasma a traves de receptores y estar 

relacionadas con cambios en la capacidad metabólica en presencia. 

de otros xenobioticos. 
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X. CONCWSIONES 

La exposición crónica y aguda al etanol indujt> cambios 

en la composlciOn lip1dica de la membrttn4 plasm4tica de 

ccUulas WRL-68. 

Se obsfllrvo que en ambos tipos de eKposicit.m, hay una 

tendencia ~ ~umentar el contenido de colesterol en 

coraparaci.On a las membranas control, lo que ocasiono una 

alteración en la relacion rosrollpidos:colesterol. 

El etanol provoco direrentas erectos en la .tluide~ de 

las membranas plasm4ticas, ya que la exposición aguda tuvo 

un efecto fluidizante, mientras que la exposición crónica no 

se modi.tico. 

Las membranas plasm4t1cas de c6lulas expuestas 

crónicamente resistieron el efecto Lluidizante del 

etanol in ~, mientras que ll!s z::a::bri:rmui .microsomales 

provenientes del mismo tratamiento la 11diciOn del etanol 

provoco el aumento en la fluidez, por lo que se consideramos 

que el etanol tiene un efecto diferencial entre laa 

membranas cal u lares • 

El uso de sondas fluorescentes (DPH) en nuestro estudio 

mostró ser un mbtodo l'ltll para conocer al teraclones en la 

dln4mlca de las membranas plasm4t:icas de c6lulas hep4tlcas. 
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La mod1f1cacitm en el contenido de colesterol no 

parece ser el ~nico cambio significativo para contrarrestar 

el efecto fluidizanta del etanol, como se ha referido en la 

literatura, sino tambitm la d1sminuc1on en el contenido de 

rosrat1dilcolina, tostatidilinositol y aumento en 

fosfat1d1letanola~1na. 

Las alteraciones en composición y dinamica en las 

membranas plasmaticas al parecer influyeron en la actividad 

de enzimas marcadoras; la ATPasa Na-X y la 5'

nucleotldasa. 
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