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ABSTRACT

Liver aleehicl dehydrogenase (ADH) activity is decreased towards exogenous substrates aftar
partial hepatectamy {PH), probably due to putative endogenous substrates peting as ADH
inhibiters. Hence, retineids could be suitable candidates as such endogenous substrazes,
Therefore, cytesolic ADH kinetic analysis using several substrares, liver cytosolic and
mitechiondrial eldebyds dehydrogenase (ALDH) activites, retinal and retinal content, as
well a5 pxprassion of proteine for ADH and CRBPI (a retinel carrier protein) were determined
in liver samples, at two stages of liver regeneration (one- or two-thirds PH). The effect of
inthibiting in vive liver ADH by 4-methylpyrazele (4-MP) was also evaluared afrer 705.-0H,
With FO%-PH, in vitro ADH activity tawards exegenous aloohels and aldehydes was dimin-
ished, but retinel oxidation was increased and retnal reduction was decreased. These
activities that be due to the participation of an ADH type which did not correlate with the
amount of immunoreactive ADH protein. Cyvtosolic and mitechandnal ALDH activities
enidized actively retingl, whereas retinol and CERP-] expression were reduced in these
animals. With 30%-PH, these changes were lege evident and sometimes apposite 1o those
found with F0%-FH. In addition, retinol readily inhibited ADH-mediared ethanol oxidation.
Interestingly, tn vive 4-MP edministradon inhibited ADH activity in a dose-dependent
manner correlating with & progressive inhibition of liver regeneration. In conclusion, PH-
induced inhibition of ADH {mainly type [) seems to be related to ADH-medinted retinaid
metabelism during liver profiferntion. Thus, results suggest i rale of ADH in retinoid
metabolism, which is apparently required during rat liver regeneration.

{; 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.

—

1. Introducton

lver and in cultured hepatocytes [3-5]. In addition, one
consequence of ethanal intoxication is a reduction in relinoic

The regensrating rat liver induced by partial hepatectomy (FH)
is a useful proliferativa in vive medel that allaws for the
assessment of the metabelic activity of dividing and quiescent
cells [1.2] Interestingly, this experimental model of liver
regencration is highly sensitive to acute and chronic ethanal,
which inhibits DMA synthesis in FH-induced rat regenerating

- Correspanding authar, Tel: +52 55 622 5666; fax: 52 55 677 5611

E-miail addiess: thernand@ife.unam mx (R Herndndez-Mufioz).

acid {RA) levels, [ndeed, reduced RA synthesis could possibly
result from ethanal-induced competitive inhibition of retinal
axidation, catalyzed by aleohol dehydrogenase (ADH), therehy
contributing to the adverse retinel/ethanal drug interaction
abserved after in vivo ethanol intoxication |7, This could be
important because BA is involved in regulating gene expression

DO06-22520% — see front matter (- 2008 Elsevier Ine. All rights reserved,

doi: 10.1016/7. bep, 2005,10,021
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Fig. 1 - Liver ADH activity towards ethanol and
acetaldehyde in rats subjected to 30- or 70%-PH. Results
are the mean + S.E.M. of five individual determinations for
each experimental point, of animals subjected to 30%-PH
(empty symbols) or to 70%-PH (solid symbols). In panel (A)
cytosolic ADH was tested against ethanol (20 mmol/L);
whereas in panel (B) acetaldehyde (1 mmol/L) was the
substrate. Shadowed bars in both panels represent the
control range of ADH activity for the substrates tested.
Statistical significance was considered at 'p < 0.01 vs. the
control (sham-operated) group.

1 mL/mL of a mobile phase consisting of 0.5 mM ammonium
acetate, methanol, and acetonytrile (25:65:10 v/v/v) as solvent
A, and acetonytrile alone as solvent B. A/B gradients were
determined as described by Molotkov et al. [28]. Retinol was
detected at 328 nm and RA at 350 nm.

2.6.  Estimation of retinaldehyde through enzymatic
reduction of retinol

Retinal present in the cytosolic fraction was converted into
retinol in vitro, using purified liver horse ADH. For this, 200 pg
of cytosolic protein were incubated with 0.3 mmol/L NADH in
presence of excess horse liver ADH (PBS, pH 7.5). An internal
standard of all-trans-retinal (50 ug) was included and its
reduction to retinol was spectrophotometrically recorded (at
328 nm) in each sample. After 20 min incubation, the addi-
tional amount of retinol quantified by HPLC was considered as
the net content of retinaldehyde.

2.7.  Western blot analysis

Cytosolic samples (50 wg) were normalized for protein con-
centration and Western blot analysis. Samples were applied to
a 10% SDS-PAGE; thereafter, proteins were transferred
electrophoretically to nitrocellulose filters for 2 h ata constant
current of 330 mA/cm?, and non-specific sites were blocked by
overnight (4 “C) incubation with phosphate-buffered saline
containing 5% fat-free milk. Membranes were probed with
goat monoclonal anti-CRBP-1, or with anti-ADH type I (diluted
1:300 with PES) overnight and the filters were incubated with
anti-goat-HRP antibody. Rabbit anti-mouse B-actin antibody
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Fig. 2 - Lineweaver-Burk plot analysis of ADH activity
towards ethanol and acetaldehyde in control and PH rats.
Representative plots resulting from the mean =+ S.E. of five
individual determinations for each experimental point.
Symbols at the top of the figure: control (empty), and
animals subjected to 30%-PH (empty/solid), or to 70%-PH
(solid symbols), 24 h after PH. The V (rate) is expressed as
nmol min~* mg™" of protein. Note the non-competitive-
like inhibition presented by preparations from 70%-PH
animals, and that corresponding to competitive inhibition
in 30%-PH rats.

(Calbiochem, La Jolla, San Diego) was used as primary
antibody to control the amount of protein loaded on each
lane. Proteins in the nitrocellulose membranes were detected
using the ECL method and densitometrically quantified.

2.8. Calculations and statistics

Kinetic parameters were calculated by means of the non-
linear Enzfitter program (1989). Statistical significance of the
differences was assessed by two-way ANOVA and by the
Newman Keuls' test.

3. Results

We compared ADH activity towards ethanol oxidation and
acetaldehyde reduction, under optimal enzymatic conditions,
in remnant liver, during two stages of liver proliferation
(Fig. 1). Cytosolic ADH activity showed a significantly lower
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Table 1 - Apparent cytosolic ADH kinetic constants towards ethanol and acetaldehyde as substrates in animals subjected

to 30- or 70%-PH

Time after surgery Treatment
Ethanol Acetaldehyde
Krn Vmax KITJ Vmax
Controls 0.09 4 0.02 474424 0.012 + 0.004 1103 £12.1
Rats with 30%-PH
12h 0.17 £ 0.05 519432 0.034 +0.009" 144.1 +10.1°
24h 0.62 +0.16 404 +39 0.018 + 0.002 945+7.6
48h 0.75+0.23 49.7 +13.3 0.030 + 0.006" 13514121
72h 0.65 & 0.14° 516+ 4.6 0.016 4 0.003 162.1+£17.8
96h 0.11 +0.02 67.0+81 0.080  0.040 218.3 £ 284
Rats with 70%-PH
12h 0.22 £ 0.06 534+ 44 0.032 + 0.007 1295 +7.8
24h 0.11 + 0.03 364+£29 0.014 + 0.003 917 +82
48h 0.10 £ 0.03 385+35 0.011  0.003 839+93
72h 0.09 + 0.03 435435 0.010 4+ 0.002 1095 % 14.2
9h 0.07 + 0.02 477448 0.028 + 0.006 107.5 +12.2

Results are expressed as mean + S.E. of five individual determinations per experimental group for K., (mM) and Vs (nmol min™! mg tof

protein) values. Statistics: 'p < 0.01 as compared to control rats.

capacity to oxidize ethanol (10 mmol/L) during the first 48 h
after surgery, as compared with controls, returning to normal
3 days after PH (Fig. 1). In contrast, remnant livers of 30%-PH
animals showed no significant modifications of ADH activity
(first 72h after PH), but cytosolic ethanol oxidation was
increased thereafter (Fig. 1). Aldehyde reduction (1 mmol/L
acetaldehyde) by ADH diminished significantly at 24 h after
70%-PH, and readily augmented at 72 h after surgery (Fig. 1),
Interestingly, in 30%-PH animals, ADH reduced acetaldehyde

to ethanol, similarly as in 70%-PH, but closer to the higher

magnitude (Fig. 1). A classical Michaelis-Menten kinetic
analysis revealed an apparently non-competitive inhibition
of liver cytosolic ADH activity when animals were subjected to
70%-PH (24 h after surgery) with either ethanol or acetalde-
hyde as substrates (Fig. 2). In rats subjected to 30%-PH, no
significant changes were recorded in ADH activity when tested
towards acetaldehyde reduction, but this enzyme seemed to
be competitively inhibited to oxidize ethanol, showing an
increased Kp, value (Fig. 2; Table 1).

In animals subjected to 30%-PH, the K. of liver ADH
towards ethanol oxidation progressively increased, and
reached normal values 4 days after surgery. The Vpay values
for ethanol did not change significantly until the fourth day
post-PH, when a clear increase inthis parameter was observed
(Table 1). Interestingly, an oppésite pattern of ADH kinetics
was recorded in liver from 70%-PH rats. For instance, while the
Ky, for ethanol oxidation remained practically unchanged, the
Vmax decreased until 48h after surgery and normalized
thereafter (Table 1). Regarding ADH activity in reducing
acetaldehyde [24], the K, was transiently lowered, whereas
Vimax for acetaldehyde reduction progressively increased and
remained high until 4 days after 30%-PH (Table 1), In animals
with 70%-PH, the V. for acetaldehyde reduction was only
significantly decreased at 48 h post-surgery, whereas the K,
values were not significantly modified (Table 1). Optimal pH
(9.5-10.0) and kinetic parameters for ADH towards NAD+
(0.32 mM; plots not shown) showed similar values in both,
control and PH rats (12-48h after surgery). In addition,

substrate utilization was always inhibited by 4-MP, ruling
out the participation of ALDH activity (not shown).

The quantification of immunoreactive ADH protein in
cytosolic fractions from experimental animals {Fig. 3) revealed
that, in 30% PH, there was an early but not significant decrease
in the level of ADH protein (12h after PH); however, the
amount of ADH protein increased progressively thereafter,
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(B) Time after surgery (h)
Fig. 3 - Western blot analysis of immunoreactive ADH
protein in liver cytosol of control and PH rats. In panel (A)
representative analysis by Western blot of ADH protein in
control animals and in 30- or 70%-PH rats. In the upper
part of this panel, time after surgery is indicated in hours.
The respective quantification by densitometric analysis of
the Western blot assays is depicted in panel (B); Ctl:
control group; Std: the standard used was purified ADH
from horse liver. Statistical significance: 'p <0.01 vs. the
control (sham-operated; time zero) group.
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peaking at 96 h after PH. Contrastingly, after 70%-PH, liver
levels of ADH protein increased early after surgery peaking at
24h. Although levels of immunoreactive ADH decreased
thereafter, values remained higher in livers after 70%-PH, as
compared with control rats. Therefore, there was no correla-
tion between ADH activity and the liver amount of ADH
protein in hepatectomized animals (Fig. 3).

Fig. 4 shows cytosolic ADH activity towards retinol
oxidation (with NAD+), as well as to retinal reduction (in the
presence of NADH). After 30%-PH, oxidation of 70 uM retinol
was practically unaffected, except for a slight but significant
decrease (48 h); in addition, reduction of 25uM retinal
diminished at 24 and 72 h after surgery (Fig. 4). In contrast,
70%-PH elicited a progressive increase of ADH-mediated
oxidation of retinol, peaking at later times (72-96h), and
accompanied by a constant reduction of retinal, as compared
with controls and 30%-PH rats (Fig. 4). Both, retinol oxidation
and retinal reduction were strongly inhibited by addition of 4-
MP, an inhibitor of liver ADH. For instance, 0.5-2 mM of 4-MP
inhibited in vitro retinol oxidation in control (up to 60% of
inhibition) and in 70%-PH (up to 65% of inhibition) cytosolic
samples. Interestingly, cytosolic ADH from 30%-PH animals
was even more susceptible to be diminished by the presence of
0.5-2mM 4-MP (up to 85% of inhibition). Similar data were
obtained when considering reduction of retinal, since invitro 4-
MP was capable of inhibiting this apparently ADH-mediated
reaction by 50-65%.

(A) 30%-PH
5 [} Retinot {1 Retinol

nmols - min-! - mg-? of protein

£
Sh
"

&

24 48
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Fig. 4 - Retinol and retinal metabolism by 4-
methylpyrazole-sensitive ADH from liver cytosol of
control and PH rats. Results are the mean + S.E.M. of five
individual determinations for each experimental point, of
animals subjected to 30%-PH (panel A) or to 70%-PH (panel
B). Statistics as indicated in Fig. 1.
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Fig. 5 - Cytosolic and mitochondrial NAD+-dependent
ALDH activity towards acetaldehyde and retinaldehyde in
control and PH rats, Results are the mean + S.E.M. of five
individual determinations for each experimental point,
concerning oxidation of 70 pM acetaldehyde or 70 uM
retinal. Controls correspond to time zero, and 30- or 70%-
PH to open and solid symbols, respectively. Symbols for
the substrates at the top of panel (A). Statistics as indicated
in Fig. 1.

Retinaldehyde (retinal) is known to act as substrate for
several ALDH isozymes. Therefore, the role of cytosolic and
mitochondrial ALDHs in oxidizing retinal and acetaldehyde
was explored (Fig. 5). In control livers, when tested with
acetaldehyde (70 uM), cytosolic ALDH had low enzymatic

- activity, but this activity increased three-fold when using
- 70 pM retinal as substrate (Fig. 5A). Rats subjected to 30%-PH

(empty symbols) showed increased cytosolic acetaldehyde
oxidation as compared with controls (12-72 h post-PH). The
effect of 30%-PH on retinal oxidation was apposite, since
cytosolic ALDH oxidized less retinal after it (Fig. 5A). In the
case of 70%-PH, cytosolic oxidation of acetaldehyde
remained practically unchanged, whereas that of retinal
was only slightly increased early after 70%-PH (Fig. SB).
Control mitochondrial ALDH oxidized acetaldehyde and
retinal more actively than cytosolic ALDH (Fig. 5B). The
30%-PH rats showed enhanced mitochondrial oxidation of
acetaldehyde along the times tested; however, mitochon-
drial oxidation of retinal did not increase, except at 24 h
(Fig. 5B). In contrast, enhanced oxidation of retinal and
acetaldehyde was found in liver mitochondria from 70%-PH
rats (Fig. 5B).

The levels of free retinol and retinoic acid, as well as those
of retinal, enzymatically converted to retinol, were quantified
by HPLC. In controls, cytosolic levels of free retinal were higher
than those of retinol (Fig. 6), while RA could not be detected.
After 30%-PH, liver retinol levels diminished at early stages
(12 h), gradually increased, and normalized thereafter, while
the amount of retinal decreased continuously after 30%-PH
(Fig. 6A). In animals subjected to 70%-PH, retinol always
decreased, while an early enhancement of retinal levels (12 h
after PH) was noted, which normalized and increased again (4
days post-PH; Fig. 6A). Hence, changes in liver retinoid levels
clearly depended on the magnitude of the PH, with the 30%-
and 70%-PH showing opposite patterns (Fig. 6A).



BIOCHEMICAL PHARMACOLOGY 73 (2007) S86-596 591

(A) Retinoids content  o; & Retinol

4: & Relinol
- i T 415

-
w

§

212- ‘L -{12
§o

?9- / ‘i : I 1
ga- ‘ ' 18
gl ks

) 1
0 24 48 72 9
15 Kd

. 15Kd

(B) B-Actin

Fig. 6 - Liver cytosolic content of retinoids and Western blot
analysis of immunoreactive CREP-I in control and PH rats.
Results are the mean + S.E.M. of five individual
determinations for each experimental point (panel A):
controls (time zero), animals subjected to 30- or 70%-PH,
symbols for the quantified retinoids, and statistical
significance, similar to Fig. 4. In panel B, representative
analyses by Western blot of cellular retinal-binding
protein-I and B-actin (control for protein load) for the
following conditions: (1) control animals; (2) 12 h; 53) 24 h;
(4) 48 h; (5) 72 h; (6) 96 h after in animals subjected to P}l of
either 30 or 70% of the liver mass. Results of the
densitometric analysis for panel (B) are shown in Table 3.

We looked for a relationship among free retinoids (retinol
plus retinal), retinol/retinal ratio, and the activity of TK, a
reliable marker of cell proliferation. Total retinoids were only
significantly diminished during 48-72h after 30%-PH. The
retinol/retinal ratio in controls (0.46 + 0,05} decreased in early
stages and increased significantly thereafter (from 24 to 72 h
post-PH; Table 2) in animals subjected to 30%-PH. In the case of
70%-PH, the retinol/retinal ratio was markedly lower duringall
post-PH times tested (Table 2). Maximum DNA synthesis was
observed 48h after 30%-PH, whereas the peak of DNA
synthesis was much higher and occurred at 24 h in rats with
70%-PH (Table 2). In any case, DNA synthesis was practically
normalized 96 h after surgery (Table 2). In 30%-PH, lower
retinoid content, increased retinol/retinal ratio, increased
DNA synthesis (Table 2) and mitosis (not shown) were
apparently associated, this was not observed after 70%-PH.
Hence, accelerated cell proliferation seems to be associated to
decreased retinol levels during the first 96 h after PH (Table 2).

The amount of cytosolic immunoreactive CREP-1 was
measured and we found, in 30%-PH animals, an early and
significant enhancement in CRBP-I concentration that peaked

at 24h after surgery, progressively returned to normal the
range at 3 days after PH, and significantly decreased at 96 h
post-PH (Fig, 6B; Table 3). When compared with levels of
retinol in remnant livers after 70%-PH, the CRBP-1 protein was
not significantly modified during the first 24 h after surgery,
but it markedly diminished thereafter (Fig. 6B; Table 3). Again,
an opposite pattern of CRBP-1 expression was found depend-
ing on the magnitude of the PH.

Fig. 7 is a Dixon plot showing that increasing ethanol
concentrations (from 0.01 up to 25 mM) are able to inhibit
ADH-mediated retinol oxidation. In controls, retinol oxidation
was competitively inhibited by ethanol with an apparent K; of
90 M, which was quite similar to that found after 70%-PH (K;
of 130 uM). Unexpectedly, the inhibitory effect of ethanol on
cytosolic ADH-mediated oxidation of retinol, in preparations
obtained from 30%-PH rats, occurred rather in a non-
competitive manner. A very high ethanol K; value (1.06 mM)
was required, in these animals to achieve an inhibition of
retinol oxidation.

Since, after PH (mainly with 70%), the cytosolic ADH
activity showed a differential management of the substrates
tested, including retinoids, we looked for the effect of
inhibiting liver ADH activity in vivo on the rate of liver
regeneration. For this, a set of animals subjected to 70%-PH
received 4-MP at adose ranging from 25 to 200 mg/kg, b.w., and
the respective PH controls received saline solution (0.9% NaCl).
As shown in Fig. 8, 70%-PH animals injected with 4-MP
presented a dose-dependent in vivo inhibition of ADH, reach-
ing maximal inhibition of ADH activity (79% of inhibition as
compared with controls) when 200 mg/kg of 4-MP were
administered. In addition, a similar percentage of inhibition
of ADH activity was reached in sham-operated rats receiving
200 mg/kg of 4-MP (Fig. 8). Whereas control animals (sham-
operated) did not show alterations in the mitotic index, TK
activity (Fig, 8), nor structural alterations (not shown), 4-MP
drastically altered parameters indicative of cell proliferation in
70%-PH rats. Here, decreased mitotic index and TK activities
were found in a dose-dependent manner after administration
of 4-MP; however, reduction of liver regeneration rate was
more abrupt after higher 4-MP dosing than that found in the
inhibitory effect of 4-MP on liver ADH activity (Fig. 8).

4, Discussion

Liver regeneration must undergo changes in major metabolic
pathways in order to achieve DNA replication, cell division,
and restitution of the liver mass [1,2]. This process is well
known to be highly susceptible to inhibition by ethanol. ADH
constitutes a major pathway for ethanol oxidation, but also
possesses broad substrate specificity, including dehydrogena-
tion of steroids [29] and w-oxidation of fatty acids [30]. Based
on previous and current results, we believe that liver ADH
activity plays a role in controlling PH-induced rat liver
regeneration. For instance, the 70%-PH-induced decrease in
ADH activity towards ethanol is prevented by administering
alcohol to hepatectomized rats [15], and liver levels of ADH
protein are remarkably increased in PH rats (Fig. 3), which
would explain the enhanced ethanol oxidation found in the
regenerating rat liver [14]. Altogether, this has led us to
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Table 2 - Cytosolic content of retinoids, their ratio and thymidine kinase activity in animals subjected to 30- or 70%-PH

Time after surgery Treatment
Retinoids Activity of thymidine kinase
Retinol + retinal Retinol/retinal nmol min *mg * of protein Times above controls
Controls 161+ 2.0 0.46 + 0.05 0.18 + 0.04 -
Rats with 30%-PH
12h 124+23 0194003 0.25 + 0.04 14402
24h 131416 1434017 068+ 011 3.8:06
48h 91416 0.8240.13 1.55 £ 0.27 86115
72h 95+15 1164017 0.47+010 26406
9%h 130£21 0714013 031005 17403
Rats with 70%-PH
12h 17.2£4.3 0.08 + 0.02" 0.28 + 0,04 15403
2¢h 118422 028 + :_ms‘ 468+ 084 260+4.7
48h 126421 0.29 +0.05 1324021 73412
72h 1524130 0.23 4+ 0.04° 0.77 + 009 43405
9%h 183+ 26 0.26 + 0.04" 0.35 + 0.06 1.9+03

The results are expressed as mean + S.E. of five individual determinations per experimental group. The sum of retinol and retinal corresponds
to nmol mg ? of cytosolic protein. Statistics: ‘p < 0.01 as compared to control rats.

speculate that ADH and, probably, ALDH could be actively
using endogenous substrates involved in PH-induced rat liver
regeneration. Hence, the present study focused on retinoid
metabolism by regenerating livers, and assessed whether
retinoids are endogenous substrates for these enzymes,
leading to RA synthesis, which is known to play a significant
role in development and cell differentiation [31].

Data presented here clearly show that after 70%-PH, ADH
activity towards ethanol and acetaldehyde decreased, whilein
rats with 30%-PH ADH it diminished only slightly (Fig, 1),

Table 3 - Densitometric analysis of Western blots for

CRBP-I and its relationship with liver retinol content in
animals subjected to 30- or 70%-PH

Time Treatment
Liver cytosolic CRBP-1 Liver retinal
Times over control ~ nmol mg? of protein
Controls 1.00 £ 0.08 51£08
With 30%-PH
12h 2214020 20+06
2¢h 235+0.23 7.7+09
48h 153 +0.12° 41406
72h 152£014 51+08
9h 0.49 +0.05 54+08
With 70%-PH
12h 1.14 £0.10 14406
24h 1224012 26+06
48h 0.32 + 0.04 28+07
72h 073 +0.09 28+07
9%h 0.88+011 38+08

Results are the mean +5E. of three individual Western blot
analyses such as that shown in Fig. 6B, once corrected by the
amount of p-actin used as control for protein load. Results are
expressed as times above the control, which corresponded to
15.3 » 10° arbitrary units. The content of liver retinol was taken
from Fig. 6A. Statistics: p < 0.01 as compared to control rats.

Interestingly, 70%-PH induced a non-competitive-like inhibi-
tion of ADH towards alcohols and aldehydes, while a
competitive-like inhibition was found with 30%-PH (Fig. 2;
Table 1), pointing towards a threshold of lost liver mass that
affects ADH activity; additionally, a clear discrepancy between
ADH activity towards the substrates used and the quantified
ADH amount (Fig. 3) was also noted. Expression of ADH-I
mRNA substantially increases at early stages in the regener-
ating liver [32], which disagrees with its decreased activity
towards exogenous alcohols, suggesting a probable participa-
tion of ADH during liver proliferation. Although a relationship
between ADH activity and cell proliferation is unknown, this
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Fig. 7 - Dixon plot analysis of ethanol-induced inhibition of
ADH activity towards retinol in control and PH rats.
Representative plots resulting of the mean + S.E. of five
individual determinations for each experimental point.
Symbols at the top of the figure: control (empty-solid
circles), and animals subjected to 30%-PH (empty-solid
triangles) or 70%-PH (empty-solid squares), 24 h after PH.
ADH activities were determined in the presence of Tween-
80, as the vehicle for retinol.
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Fig. 8 - Effects of the administration of increasing doses of
4-MP to 70%-PH rats on liver ADH activity and parameters
indicative of cell proliferation. Results are the mean + S.E.
of five animals for each experimental group (24 h after
treatments). Surgical status and treatments are indicated
by the symbols at the top of panel (A). In panel (C),
thymidine kinase (TK) activity in controls was of

0.26 nmol h™* mg™* of cytosolic protein, Statistical -
significance as follows: ‘p < 0.01 vs. the control (sham-
operated), and “p < 0.01 against the 70%-PH groups.

enzyme has been associated to metabelic characteristics of
tumoral tissues [33], similarly to ALDHs, which are related to
chemically induced rat hepatomas [34]. In addition, expres-
sion of Adh-1 encoding class I ADH in several organs [35] has
been suggested to participate during developmental and
tissue-specific expression of other genes [36]. Therefore,
ADH and/or ALDH could Sﬁﬁ)’ a role in the control of cell
proliferation, at least under specific experimental conditions.
All these considerations.argue in favor of our postulate that
ADH is involved in the management of important endogenous
substrates in the regenerating rat liver,

Why could retinieids (mainly retinol and retinal) be suitable
candidates as putative endogenous substrates for ADH
activity? In this regard, oral administration of 4-methylpyr-
azole induces a 9-10-fold decrease in RA synthesis from retinol
in mice, suggesting the involvement ADH in RA synthesis [37];
however, additional oxidoreductases, other than the cytosolic
NAD+-dependent ADH, could be involved in retinol/retinal
interconversion [38-40]. Here, our results show that the
cytosolic fraction from normal rat liver possessed in vitro a
discrete capacity for oxidizing retinol in the presence of NAD+,
while it efficiently reduced retinal in the presence of NADH, as

coenzyme (Fig. 4). Both reactions were inhibited by 4-
methylpyrazole (not shown), suggesting a participation of
liver ADH class I in the increase of retinal levels in the
regenerating liver, mainly after 70%-PH. However, retinol
oxidation has been attributed to a cytosolic retinol dehydro-
genase activity, which is identical to a medium-chain ADH
(class IV ADH) but is practically absent in the adult liver [31];
thus, ADH-I could play a key role in liver retinoid metabolism
after PH.

The retinal conversion into RA is performed by some ALDH
isozymes that are active using retinal and many other
aldehydes [41,42]. ALDH-I functions as a retinal dehydrogen-
ase, overlapping roles in RA synthesis with other enzymes [43].
In our conditions, cytosolic and mitochondrial rates for retinal
oxidation were higher than those for acetaldehyde, mitochon-
drial oxidation of retinal being even more effective (Fig. 5). The
magnitude of PH affected éytasolic and mitochondrial oxida-
tion of retinal differentially, compared with that of acetalde-
hyde (Fig. 5), evidencing a threshold to increase retinal
oxidation by the remnant liver. With 70%-PH, ADH- and
ALDH-mediated retinoid metabolism seemed to result in a net
conversion of retinol into RA. Therefore, retinoid metabolism
appears to be efficiently regulated by these enzymatic path-
ways, and a low free retinol content in the liver and a
decreased retinol/retinal ratio could be requisites for the
progression of liver proliferation (Fig. 6A; Table 2).

Although retinol may enter target cells via hydrophobic
interactions with the plasma membrane or by fluid-phase
endocytosis, evidence indicates that retinol is bound to
specific carrier proteins, namely CRBPs [8]. The CRBP-I has
the function of concentrating retinol at sites where RA is
eventually needed, restricting its access to enzymes capable of
recognizing the retinol/retinol biding protein “cassette” [8,44].
Thus, holo-CRBP will transfer retinol to enzymes capable of
oxidizing it, depending on the cell redox state [45]. Moreover,
CRBP-1can also protect cells against amphipathic properties of
free retinoids [16]. Our results agree with the aforementioned,
showing changes in liver CRBP-1 expression that correspond to
the liver content of retinol and retinal, and dependent on the
magnitude of the remnant liver (Fig. 6B; Table 3), This
exquisite regulation of retinol metabolism to RA by the
proliferating liver relies on the absence of detectable RA,
which is strictly regulated, avoiding RA-induced cell toxicity
[16].

In the same context, PH-induced rat liver regeneration is a
process highly sensitive to the inhibitory action of a single
ethanol administration to these animals, as previously
mentioned. Synthesis of retinoic acid is reduced probably
due to competitive inhibition of retinol oxidation exerted by
ethanol through ADH, as shown in vitro [46], rather than being
due to an ethanol-induced increase of retinoic acid degrada-
tion [7]. Indeed, after alcohol ingestion, tissue ethanol
concentration largely exceeds that reported for retinol that
is expected to be in the micromolar range [47]; from here, ithas
been proposed that competitive inhibition by ethanol for
retinol oxidation by ADH isoenzymes can potentially block RA
synthesis and cause fetal alcohol syndrome [46,48]. Our results
strongly agree with this, leading to the suggestion that ethanol
oxidation, mediated by cytosolic ADH, can be involved in the
ethanol-induced inhibition of rat liver regeneration [3-6]. In
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agreement with this statement are the data presented here,
which clearly show that after 70%-PH, in vitro ADH activity
towards ethanol and acetaldehyde decreased, whereas, after
30%-PH, ADH activity only diminished early after surgery
(Fig. 1), indicating a relationship between the lost liver mass
and ADH activity (Fig. 2; Table 1).

The expression of ADH-1 mRNA substantially increased in
the regenerating liver, as soon as 36h after PH [32]. In
agreement with these results, we found that the level of liver
ADH protein is maintained higher along the regenerative
process induced by PH, as assessed by Western blot analysis
(Fig. 3). Hence, the present results clearly reflect a discrepancy
between enhanced ADH expression and its lower activity
found in the rat regenerating liver. The Adh-1 encoding class 1
ADH is highly expressed in the liver and, at lower levels, in
kidney, stomach, and intestine [35]. However, the mechan-
isms controlling the developmental and tissue-specific
expression of Adh-1 are not known [36]. The 4-MP, considered
a specific inhibitor of ADH [49,50], inhibits ADH activity in vivo
and in vitro, and blocks many ethanol-induced effects on liver
metabolism [51,52]. However, high 4-MP concentrations can
also diminish microsomal ethanol oxidation by inhibiting the
activity of cytochrome P-4502E1 [53]. In vivo administration of
4-MP induced a surprising dose-dependent inhibition of the
mitotic index and of the rate of DNA synthesis (TK activity) in
the remnant liver, when administered to rats subjected to
70%-PH (Fig. 8). Therefore, these results provide relevance to
the discrepancy between ADH protein amount and activity
whenliver ADH was competitively inhibited in vivo (by 4-MP) in

the proliferating rat liver induced by PH. The rationale for 9

inhibiting in vivo liver type I ADH in animals subjected to 70%-
PH was based on our speculation that this is enzyme could use
important substrates required for the progression of liver
regeneration (i.e, retinoids). Thus, competitive inhibition
elicited by 4-MP would blunt ADH activity for any endogenous
compound occurring at the onset of PH-induced rat liver
regeneration, Data obtained in the present study (Fig. 8)
support our hypothesis.

What importance could the ADH-m%at‘aﬂ metabohsm of
retinoids in the regeneratingrat liver have? In fact, more than
80% of the total Vitamin A in the whole body is stored in the
cytoplasm of hepatic stellate cells, a8 vetinyl esters in lipid
droplets [S4]. Recently, it has be&a suggested that hepatic
stellate cells play a major role dul‘ﬁ’rg progression of PH-
induced liver regeneration, ‘when they become activated by
adhering to proliferating hepatoeytes [55], an event that
occurred with a remarkg ble Toss of cytoplasmic storage of
retinol droplets and the appearance of a-smooth muscle
actin, probably as part%@ role of hepatic stellate cells of
restoring normal idal structure in the proliferating
liver [55]. Althcugh wnﬁo notknow the meaning of decreasing
retinol during rat liver regeneration, we could suggest that
hepatocyte ADH and ALDH activity towards retinoid meta-
bolism participates in these interesting interactions among
liver cells.

In conclusion, to our knowledge, this is the first report
showing that there is a correlation between ADH activity and
progression of PH-induced liver compensatory growth. The
nature of the “physiological” ADH substrates involved in the
regulation of liver regeneration remains unknown but, after

70%-PH, proliferating liver cells display lower ADH activity
towards ethanol and acetaldehyde, which could correspond to
a non-competitive inhibition, probably due to the participa-
tion of increased substrates, such as retinoids. Although it is
known that retinoic acid regulates gene expression during
development, regeneration, growth and differentiation [10),
this seems to be also the first report addressing the importance
of ADH-mediated changes in retinoid metabolism, apparently
required during PH-induced rat liver regeneration.
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RESUMEN

El metabolismo de los retinoides es un evento clave en multiples mecanismos
fisiologicos relacionados con vias de sefalizacion y transcripcidon de genes,
proliferacion y diferenciacion celular, carcinogénesis y regeneracion tisular entre otros.

Las diferentes etapas involucradas en el metabolismo de los retinoides estan
reguladas por enzimas pertenecientes a diferentes familias, en las que se encuentran
la familia de las enzimas alcohol deshidrogenasas (ADH) y la familia de las enzimas
aldehido deshidrogenasas (ALDH), cuyos miembros poseen una amplia afinidad por
diversos sustratos entre los que se encuentran el etanol y los retinoides.

Estas enzimas forman parte de uno de los sistemas de desintoxicacion de
alcoholes exdgenos y endégenos mas importantes localizados en el higado, pero su
participacion funcional dentro del organismo como se mencioné brevemente, no se
limita a este proceso; por el contrario, ambas familias de enzimas se han relacionado
con una gama amplia de procesos fisioldgicos en los que también estan involucrados
los retinoides.

Muchos de los trabajos que se realizan con tejido hepatico, son con la finalidad
de demostrar la relacion que existe entre las enzimas ADH y ALDH en su funcion
como sistemas de desintoxicacién alcohdlica. Sin embargo, también se trabaja para
investigar si dicha relacion no esta limitada unica y exclusivamente a esa funcion.
Diferentes grupos de investigacién se han enfocado al estudio de la actividad de
ambas enzimas, y su coparticipacion en el metabolismo de los retinoides, en diversos
eventos fisioldgicos y tejidos celulares.

Dentro de estos eventos fisioldgicos, la regeneracion observada en el higado
como consecuencia de una hepatectomia parcial es un modelo experimental
frecuentemente utilizado para estudiar los mecanismos que regulan la proliferacién
celular in vivo. El modelo clasico de hepatectomia parcial, esta basado en la
eliminacion de hasta un 70% del tejido que forma el higado en los animales
experimentales (94); sin embargo, otras variantes de este modelo también suelen ser
utilizadas como la reseccién del 30% y 90% (95-98). El tiempo promedio que tarda el
higado en regenerar de manera total el tejido perdido en animales hepatectomizados
(ratas) al 70% se da entre 5-10 dias posteriores a la cirugia (6, 90). En el humano se
ha observado que después de sufrir una perdida del tejido hepatico como
consecuencia de algun tipo de trauma, infeccién, etc., la recuperacion se da de

manera total.
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Ahora bien, la regeneracién observada en el higado como respuesta a la
pérdida parcial del tejido por diversas causas, es un evento fisioldgico cuyos
mecanismos no se han logrado descifrar totalmente. Sin embargo, si se sabe que es
un fendémeno regulado donde se desencadena la liberacion de una gran cantidad de
factores responsables de iniciar y promover la regeneracion. Dentro de estos factores
se incluyen mitégenos, comitégenos, factores de crecimiento, inhibidores de la
proliferacion celular, etc., que inducen la sintesis de ADN, evento crucial en la
regeneracion hepatica y en cualquier otro mecanismo de proliferacién celular. En esta
sintesis de ADN mediada por mecanismos responsables del metabolismo de
compuestos fundamentales en este proceso de regeneracion; podrian estar
involucrados los retinoides y las enzimas ADH y ALDH, que podrian regular sus
niveles a través de intervenir en su metabolismo.

En este trabajo, los resultados obtenidos muestran cambios en la actividad de
la enzima ADH metabolizando distintos sustratos en animales hepatectomizados 70%;
observamos un incremento en la actividad de la enzima metabolizando retinol y una
disminucion en la oxidacion de etanol (in Vitro), esto podria corresponder a un tipo de
inhibicion no competitiva. Por su parte, la actividad de ALDH muestra un patron
semejante metabolizando acetaldehido y retinal, eventos que no se observan en los
animales hepatectomizados 30%. Los cambios en la cantidad de proteina de ADH y
de proteina de unién a retinol (CRBP-1) detectados en las muestras de HP 70%,
ademas de cambios importantes en el contenido de retinoides libres o totales (no
esterificados) muestran la posible participacion de estas enzimas en el metabolismo de
retinoides hacia la sintesis de acido retindico (AR) durante la regeneraciéon hepatica.

La conclusién a la que llegamos a partir de los resultados obtenidos en este
trabajo es que después de una hepatectomia parcial (70%), las células hepaticas en
estado proliferativo presentan una baja actividad metabolizando etanol y acetaldehido
(inhibicién no competitiva) evento probablemente relacionado con el incremento en la
utilizacion de importantes sustratos endégenos por parte de la enzima, que en nuestro
caso en particular suponemos son los retinoides. Estos resultados llevaron a suponer
que durante la regeneracién hepatica existe una estrecha relacién de cooperacion
metabdlica entre los retinoides y las enzimas ADH y ALDH para poder llegar de

manera adecuada al final requerido.
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ABSTRACT

The retinoid metabolism is an important event in multiple physiological
mechanisms related to signaling pathways, gene transcription, proliferation and cell
differentiation, carcinogenesis, tissue regeneration, among others. The different stages
involved in retinoid metabolism are regulated by enzymes belonging to different
families, the family of the alcohol dehydrogenase (ADH) and the family of the aldehyde
dehydrogenase (ALDH) whose members possess a wide range of affinity to different
substrates like ethanol and retinoids.

These enzymes are part of one of the major liver systems involved in the
metabolism of alcohol and of many different toxic compounds and drugs, either
endogenous or exogenous. Their functional participation in the overall metabolism as
above mentioned shortly, it is not limited to this process; on the contrary, both families
have been related with a wide range of physiologic processes were retinoids are also
involved.

Many studies focused to the liver physiology have the purpose of showing the
relationship that existing among liver ADH and ALDH activities and ethanol elimination.
However, other research groups have postulate the idea of show that this relation is not
limited exclusively to that function, and have been focused their studies to demonstrate
that both enzymes could play a significant role retinoids metabolism during different
physiological events. Within these physiological events, the experimental model of
partial hepatectomy (PH) is frequently used to study the mechanisms that regulate
cellular proliferation in vivo. The regeneration observed as a consequence of a partial
resection in this model, could give us an example of these relationship between both
enzymes and retinoids.

The classic model of PH is based on the elimination up to 70% of the liver
tissue in the experimental animals; however, other variants are use (30% and 90%).
The time that takes the rat liver to completely recover the 70% lost tissue is given
among 5-10 days. In the human, it has also been observed that after suffering a lost of
liver tissue as consequence of a trauma, an infection or other events, the liver has the
capacity to completely recover.

Now then, the regeneration observed in the liver is a physiological event where
the mechanisms have not been fully clarified. However, it is know that the mechanism
underlying regeneration is well regulated and perhaps the relationship between
retinoids, ADH and ALDH activities, could be responsible for to the synthesis of retinoic

acid (RA) an important compound capable of regulating many physiological events.
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In this work, our results show changes in the activity of the liver ADH enzyme in
the samples obtained from animals subjected to 70% of PH. An increase in retinol
oxidation and a decrease of ethanol oxidation was observed, which could correspond
to a type of non competitive inhibition of ADH activity. On the other hand, the activity of
ALDH shows a similar pattern metabolizing acetaldehyde and retinal; data not
observed in animals with 30% of PH. The changes observed in the quantity of ADH
and CRBP-1 proteins beside of changes in the content of free retinoids in the 70% HP
animals, suggested the possible participation of these enzymes in the retinoids
metabolism toward the synthesis of RA during hepatic regeneration.

In conclusion, after a 70% PH the proliferating liver cells display lower ADH
activity towards ethanol and acetaldehyde, which could correspond to a non-
competitive inhibition, probably due to the participation of increase substrates, such as
retinoids. Although it is known that RA regulates many physiological events, this
seems to be also the first report addressing the importance of ADH: mediated changes

in retinoid metabolism, apparently required during rat liver regeneration.
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ANTECEDENTES

ANATOMIA DEL HIGADO NORMAL

El higado es el érgano glandular mas grande del cuerpo, y puede llegar a pesar
hasta 1400g, incluyendo el peso de la sangre contenida en él. En los humanos
consiste de una masa continua de células, dividida en forma incompleta por
separaciones de tejido conectivo. Dentro de esta masa celular, las subdivisiones de
los conductos biliares y de los vasos hepaticos tienen numerosas conexiones.

El higado esta situado en la parte superior del abdomen, debajo del diafragma

y se mantiene en su posicién por:

Vena cava inferior, a la cual esta unido a través de las venas supra- hepaticas.
Ligamento redondo del higado, que remplaza en el adulto la vena umbilical del feto.
Pliegues peritoneales (peritoneo u omentum gastrohepatico: esta adherido a la curva

inferior del duodeno e higado).

A pesar de la estructura monolitica del higado, arbitrariamente se le considera
compuesto por Iébulos (un Iébulo es una porcién redondeada y saliente de un érgano
cualquiera por ejemplo el pulmén, el higado o el cerebro). En el humano consta de
dos Iébulos principales, el derecho y el izquierdo que estan divididos por un ligamento
llamado ligamento falciforme. El I6bulo derecho comprende cinco sextos y el I6bulo
izquierdo un sexto de la masa hepatica, existe un tercer I6bulo mas pequefo llamado

cuadrado.

Lébulo derecho
del higado Lobulo izquierdo
del higado
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El higado junto con los pulmones y el corazén, son 6rganos que reciben aporte
de sangre por dos vias. El higado recibe la mayor parte de la sangre (85%) por la vena
porta que drena casi toda la sangre del intestino. Esto asegura que todo el alimento
absorbido vaya directamente al higado donde puede ser almacenado para su
utilizaciéon cuando sea necesario. El otro 15% lo recibe de las arterias hepaticas. Este
segundo suministro de sangre también es importante porque la sangre arterial esta
muy oxigenada y es la que lo nutre, a diferencia de la sangre venosa que llega a
través de la vena porta.

Los segmentos del higado se definen como las regiones servidas por una
subdivisién de la vena porta, de la arteria hepatica y del conducto hepatico comun, que
viajan juntos a través de toda la masa hepatica. Por lo tanto, el I6bulo derecho puede
dividirse en segmento anterior y posterior y el I6bulo izquierdo, en medio y lateral; este

ultimo a su vez, puede subdividirse en superior e inferior (1-3).

SECCIN TRANSVERSAL
DEL HIGADO
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FUNDAMENTACION DE LA ANATOMIA SEGMENTARIA DEL HIGADO

Desde el inicio de los estudios anatdomicos se distinguié un Iébulo hepatico
derecho y uno izquierdo cuyos limites estan trazados por el ligamento falciforme y el
ligamento redondo; estos limites son arbitrarios, pues la arquitectura interna del higado
muestra también una particién del érgano en dos mitades, pero el limite corre desde el
borde derecho de la vesicula hasta el borde izquierdo de la vena cava, en la llamada
linea vesiculo biliar-cava o linea de Seregé Cantlié. Las mitades hepaticas (I6bulos) se
dividen en cuatro segmentos cada una. Quienes estudiaron intensivamente la division
intra-hepatica y pudieron determinar la segmentacion sobre la base de la anatomia
vascular y biliar fueron Ch. Hjortsj6, H. Elias y Couinaud (4). De acuerdo a esta
disposicién, se puede decir que existe una mitad hepatica derecha y una mitad
hepatica izquierda.

El l6bulo caudado, (segmento |) por su irrigacidon vascular perteneceria a
ambas mitades. La arteria hepatica, el conducto hepatico y la vena porta (pediculo
glissoniano), penetran al higado por el hilio hepatico, dividiéndose inmediatamente en
un angulo que alcanza los 180°, proveyendo de este modo de un pediculo a cada una
de las dos mitades hepaticas. Estos pediculos se extienden por una superficie
horizontal que divide a las dos mitades hepaticas en un segmento craneal y un
segmento caudal respectivamente. Las venas supra-hepaticas determinan una division
vertical.

Existen tres grandes venas supra-hepaticas: la vena hepatica media o sagital,
que discurre por la linea vesicula biliar-cava, formando el eje medio del érgano y las
venas hepaticas derecha e izquierda que corren en direccidon parasagital por la
correspondiente mitad del higado, dividiéndolas a cada una de ellas en un segmento
paramediano y uno lateral. Las venas supra-hepaticas, dividen al higado en cuatro
sectores verticales que a su vez son divididos cada uno de ellos por la superficie de
extensiéon horizontal de las formaciones del hilio en segmento craneal y caudal

respectivamente.
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De esta manera se originan ocho segmentos, los cuales reciben distintas

denominaciones segun los distintos autores (4,5).

TABLA COMPARATIVA DE LA ANATOMIA SEGMENTADA DEL HIGADO
DE ACUERDO A DIFERENTES AUTORES

REIFFERSCHEID COUINAUD HJORSTJO HEALEY Y SCHROY

SEGM. CRANEOLATERAL DORSOCRANEAL +
DERECHO SEGM.
INTERMEDIOCRANEAL
DORSOCRANEAL +
SEGM.
INTERMEDIOCAUDAL

SEGM. CAUDOLATERAL
DERECHO

SEGM. CRANEO

PARAMED. DERECHO SEGM. VENTROCRANEAL

SEGM. CAUDO
PARAMED. DERECHO SEGM. VENTROCAUDAL
LOBULO CAUDADO [SEGM. DORSAL

SEGM. CRANEO
PARAMED. IZQUIERDO

SEGM. CRANEO
PARAMED.
IZQUIERDO(LOBULO
CUADRADO)

SEGM. CRANEOLATERAL
IZQUIERDO

SEGM. CAUDOLATERAL
IZQUIERDO

SEGM. CENTRAL

SEGM. DORSOVENTRAL

SEGM. DORSOLATERAL

SEGM. VENTROLATERAL
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Divizién funcional del higade v los segmentos de acuerdo ala
nomenclatura de Cownaud (Eeproduccidn de Bismuth H Surgical
Anatomy and Anatomical Surgery of the Liver. Word I Surg,

& 6, 1982)

El parénquima (tejido) hepatico, esta compuesto por células epiteliales
(hepatocitos) dispuestas en laminas que se interconectan formando una estructura
tridimensional.

El acino del higado es un conjunto de células que rodean un ducto y pequenas
ramas terminales pequefas de la vena porta y de la arteria hepatica. El acino hepatico
es la base para diferenciar las distintas zonas dentro del higado. La zona uno,
representa el area de tejido hepatico que rodea en forma inmediata al ducto biliar y a
las ramas terminales de la vena porta y la arteria hepatica. La zona tres, comprende el
parénquima mas alejado de estas estructuras, la regidén que rodea a la vena central.
La zona dos, esta formada por el tejido hepatico ubicado en las dos zonas anteriores.
El area portal o (espacio portal) contiene las pequenas ramas de la arteria hepatica y
de la vena porta, un pequefo ducto biliar interlobular y delgados vasos linfaticos. El

parénquima hepatico que rodea al espacio portal es llamado area periportal.
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HIGADO HUMANO
TRIADA PORTAL:

d VP=Rama de la vena porta
+ AH=Rama de la arteria

| hepatica

CB=Rama de las vias

. hiliares

| S=Sinusoides
. H=Hepatocitos

4

CORTE TRANSVERSAL DEL HIGADO

Ahora bien, la sangre de las ramas terminales de la vasculatura que sale del
area portal a través de la placa limitante, irriga una red compleja de espacios
vasculares llamados sinusoides hepaticos los cuales se encuentran acomodados
como un sandwich entre las placas adyacentes de las células hepaticas.

El sinusoide hepatico, estd compuesto de cuatro tipos celulares (la célula
endotelial, la célula de Kupffer, la célula de Ito y los hepatocitos).
Hepatocito: el 60% de las células que constituyen el higado humano son hepatocitos.
Son células poliédricas, de 20 a 30 micrones con nucleos redondos centrales o
excéntricos. Los hepatocitos tienen heterogeneidad estructural, que refleja su
diversidad funcional; por lo que los hepatocitos en la zona uno difieren de aquellos en
la zona tres.

Vena central: La sangre de los sinusoides fluye a la vena central localizada en la
periferia del acino hepatico. Estos vasos se denominaron originalmente como la vena
central, debido a que eran el centro del I6bulo hepatico que describié Malpighi.

Los tipos celulares residentes en el higado (hepatocitos, células de Kupffer,

células estrelladas y células endoteliales) interactian entre si y con la matriz
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extracelular. Esta interaccion permite mantener la estructura hepatica normal y el
funcionamiento armonico de las células.

Las células de Kupffer son los macrofagos residentes y se cree que son
migratorias ya que no establecen uniones intercelulares con las células vecinas. Se
relacionan con las células de revestimiento sinusoidal.

Las células estrelladas (células de Ito) estan alrededor del sinusoide y
constituyen un tercio de las células no parenquimatosas del higado; almacenan la
Vitamina A (retinoides). En el higado normal no son proliferativas.

Las células endoteliales poseen receptores que permiten la endocitosis de
sustancias como el LDL y &cido hialuronico. También producen mediadores
vasoactivos (endotelina-1) y citocinas.

Los hepatocitos son células poligonales de 20-30um de diametro, se disponen
laminarmente, en una o dos células de espesor. Segun su localizaciéon dentro del
lobulillo, manifiestan diferentes propiedades estructurales, histoquimicas vy
bioquimicas. Ademas, no solo hacen contacto entre ellas, sino que bordean un
espacio (Espacio de Disse) y por esto se dice que el mismo hepatocito tiene distintos
dominios dentro de su citoplasma. Viven alrededor de 150 dias. En roedores la
capacidad regenerativa del higado post-dafio (ya sea por farmacos hepatotoxicos o
reseccion hepatica) es alrededor de 75%. Esta capacidad en humanos es mucho

menor.

ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS CELULAS HEPATICA

CELULAS HEPATICAS SINUSOIDALES

CELULAS DE KUPFFER

CELULAS ENDOTELIALES

CELULAS CEBADAS

ESPACIO DE DISSE

DOMINIO SINUSOIDAL

FIBRAS DE COLAGENA

HEPATOCITOS

UNIONES INTERCELULARES
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Una caracteristica importante que presenta el higado, es que bajo condiciones
naturales en las cuales el tejido hepatico no presenta ningun tipo de anomalia, los
hepatocitos que son el tipo celular predominante en este 6rgano (correspondiendo a
un 70% de la poblacion celular total y aproximadamente un 80% del volumen total del
higado) rara vez se replican (6, Clifford 95). El hepatocito, siendo una célula altamente
diferenciada, permanece de manera normal en un estado de quiescencia en su etapa

de madurez (7,8).

FISIOLOGIA DEL HIGADO

El higado es en algunos aspectos, el érgano mas complejo del cuerpo humano.
Una de sus principales funciones es descomponer las sustancias téxicas absorbidas
por el intestino o producidas en cualquier parte del organismo, las que elimina como
subproductos inocuos, por la bilis o la sangre. Este 6rgano, produce casi la mitad del
colesterol del organismo; el resto proviene de los alimentos. Un 80% del colesterol
producido por el higado se utiliza para la formaciéon de la bilis. El colesterol es una
parte esencial de todas las membranas celulares y es precursor en la produccién de
ciertas hormonas, como los estrogenos, la testosterona y la adrenalina. Otra de las
funciones del higado es la de sintetizar compuestos importantes como las proteinas,
dentro de las que podemos citar como ejemplo los factores de coagulacion.

El higado recibe sangre tanto del intestino como del corazén. Pequefios
capilares de la pared intestinal desembocan en la vena porta, la cual penetra en el
higado. Luego, la sangre circula a través de una red de pequefios canales internos, en
el interior del higado, donde se procesan los nutrientes digeridos y cualquier sustancia
nociva. La arteria hepatica lleva la sangre desde el corazén al higado y aporta el
oxigeno, el colesterol y otras sustancias que esta viscera procesa. Finalmente, la
sangre procedente del intestino y la que proviene del corazén se mezclan y circulan
nuevamente de vuelta al corazén a través de la vena hepatica.

La versatilidad de funciones fisiolégicas que posee el higado, ha permitido a los
investigadores abrir una gama casi infinita de temas de estudio relacionados con este
6rgano. Siendo el principal érgano encargado del almacenamiento y metabolismo de
una gran cantidad de compuestos, el higado es ademas, el 6rgano donde se llevan a
cabo los principales mecanismos de desintoxicaciéon. Estos mecanismos o rutas
metabdlicas relacionadas con la desintoxicacion de multiples agentes téxicos (como el
etanol) estan regulados y fuertemente ligados a la disponibilidad de energia presente

en las células, y al estado de 6xido reduccién que se genera en ellas (9). Para el caso
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del etanol, estas rutas metabdlicas son: la via de las catalasas, el sistema microsomal
de oxidacion del etanol (MEOS) y la via de la alcohol y la aldehido deshidrogenasas
(ADH y ALDH) (10).

Aun cuando en general las enzimas ADH y ALDH se han caracterizado por su
funcion en la desintoxicacién de alcoholes y aldehidos, la complejidad de este sistema
enzimatico sugiere que pueda estar involucrado en otros y mas especificos
mecanismos fisiol6gicos como son: el metabolismo de acidos grasos asi como la
oxidacion y reduccion de una gran variedad de sustratos dentro de los que se
encuentran los retinoides (11-13). Esto probablemente se debe a que ambas enzimas
pertenecen a familias cuyos miembros presentan una gran variedad de formas, las
cuales poseen importantes diferencias importantes tanto en su distribucion tisular

como en la especificidad de sus sustratos (11).

ALCOHOL DESHIDROGENASA (ADH)

Histéricamente, la alcohol deshidrogenada (ADH: alcohol NADYoxido-
reductasa, EC 1.1.1.1) se ha definido como la principal enzima responsable de la
oxidacion del etanol (alcohol etilico). El interés que se ha despertado por estudiar
esta enzima desde hace aproximadamente tres décadas, esta ligado a su participacion
en el metabolismo del etanol en el humano (14). El etanol se absorbe principalmente
en el intestino, de ahi pasa a través de la vena porta hacia el higado antes de que
circule por el resto del cuerpo. Es en el higado principalmente, donde se lleva a cabo
la oxidacién y eliminacion del etanol presente en el organismo después de ser
ingerido; ademas, del metabolismo de medicamentos y una gran variedad de agentes

xenobidticos (15).
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ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LA ENZIMA ADH

El conjunto de enzimas que corresponde a las ADHs, estd ampliamente
distribuido en diversos grupos de organismos vivos, que incluyen miembros de cada
uno de los diferentes reinos (16). Este conjunto de enzimas esta organizado en tres
diferentes familias independientes unas de otras; la primera familia comprende
moléculas de cadena corta que no requieren de un ién metalico como cofactor, y que
caracteristicamente se presenta en insectos. La segunda familia, esta constituida por
miembros de cadena de longitud intermedia y larga, con un peso aproximado de
40kDa de peso molecular, son metaloenzimas que requieren de atomos de zinc como
cofactor y forman una superfamilia de deshidrogenasas/reductasas, esta familia esta
presente en todos los vertebrados. Finalmente esta la familia de enzimas que utilizan
Fe+ como cofactor y que estan presentes principalmente en organismos unicelulares.

La ADH se caracteriza por catalizar la oxidacién de alcoholes hacia sus
respectivos aldehidos y cetonas; utiliza NAD* como coenzima para llevar a cabo las
reacciones de oxidacion que por lo general son reversibles, de ahi que se denominen
reacciones de 6xido — reduccion (17). En términos generales, el sitio activo de la ADH
esta formado por un centro hidrofébico en el cual se acomoda el atomo de Zn",
situado entre el dominio catalitico y el sitio de union del NAD*. El Zn" esta unido a los

residuos de aminoacidos Cys- 46 y 174 a partir de sus atomos de S, a un atomo de N
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de la His-67; y el ultimo de sus cuatro ligandos esta unido a un grupo hidroxilo del
residuo de Ser-48 (18).

ZINC

o

-j fﬁff“ETAN0L

ANALOGO

SITIO ACTIVO DE ADH

La oxidacion de alcoholes consiste en la eliminacion de 2 atomos de hidrogeno
de la molécula de alcohol, uno de los cuales es transferido a la posicién 4 del anillo
nicotinamidico del NAD+, convirtiéndolo en NADH que es la forma reducida del NAD+,

y el otro 4tomo de hidrégeno es liberado como protén al medio.

CHsCHy0R + NAD CHCHO + NADH + H

DESHIDROGEMNASA
ETANOCL { }Ac ETALDEHIDO

CHCHO +H,0+NAD  _ Aceraroerioo CH3COOH + NADH + H*

DESHIDROGEMNASA

ACETALDEHIDO % } ACIDO ACETICO
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La capacidad catalitica de la ADH no esta limitada a la oxidacién de moléculas
pequefias como el etanol, sino que los alcoholes de cadena larga, ramificados o
ciclicos, ademas de algunos esteroides, acidos grasos y retinoides pueden servir
como sustratos para esta enzima.

Como sistema, la ADH constituye un conjunto complejo de enzimas con formas
diferentes (8 clases en total en vertebrados), ademas de presentar una enorme
variedad de isoformas. Las diferentes formas de ADH presentes en los mamiferos, se
han sido clasificado de acuerdo a sus propiedades cinéticas, movilidad electroforética,
sensibilidad a la 4-metilpirazola (4-MP: potente inhibidor de la ADH tiene la capacidad
de unirse al sitio activo de la ADH e impedir que otros sustratos se unan a ella. La
afinidad de la ADH por la 4-MP es 8,000 veces superior a la del etanol, por lo que
compite favorablemente en presencia de este compuesto por unirse a la enzima.
Actualmente la 4-MP es utilizada clinicamente como antagonista selectivo de la ADH
en el tratamiento de intoxicacion grave por etanol y metanol), patron de expresion

génica y por su semejanza e identidad intraclase (19-21).

Nomenclatura actual propuesta para las ADH de algunos mamiferos.

ESPECIE CLASE
| Il I v Y Vi vil | v
Humano | ADH1A(a) | ADH2(mr) | ADH3(x) | ADH4(c) | ADH5
ADH1B(B)
ADH1C(y)
Rata ADH1 ADH2 | ADH3 | ADH4 - | ADH6
Ratén | ADH1 ADH2 | ADH3 | ADH4A | ADH5
ADH4B A
ADH5A
Caballo | ADH1E ADH3
ADH1S
Pollo ADH1 ADH3 — |ADH7| --
Rana ADH1 ADH3 - | ADHS

(22-24; Dolney y cols., 2001; Duester y col., 1999; Peralba y cols., 1999)

De las ocho clases de ADH descritas en vertebrados, en los humanos

solamente se han encontrado 5 (I, Il, Ill, IV, V),

y los productos obtenidos de la

transcripcion de cada uno de los genes que las codifican, permite presentar un patrén
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de identidad respecto a sus secuencias nucleotidicas intraclase estimado en un 90% y
el interclase en un 60% (25). Dentro de éstas, la transcripcion de ADH-I se regula por
tres diferentes genes localizados en el cromosoma 4 y codifican para 3 tipos de
subunidades (o, B y y). Estas subunidades pueden asociarse para formar

homodimeros o heterodimeros de moléculas diméricas.

ESTRUCUTRA DE ADH EN HUMANOS (ALFA)

Lo mismo sucede en el caso de las ratas, aunque en estas Ultimas se
encontré la VI en lugar de laV (23). Las bases del metabolismo del etanol en estos
animales, se ha estudiado de manera parcial, aun cuando paradéjicamente la rata es
el animal mas frecuentemente utilizado en estudios experimentales en el laboratorio.

De las cinco clases encontradas en rata, las mas estudiadas son: la clase
(ADH-1) que es una enzima catodica que se ha conservado a través de las diferentes
especies de vertebrados incluyendo a la rata que presenta una analogia con la de
humano de un 85% (23). Se expresa principalmente en tejido hepatico constituyendo
aproximadamente el 1% del contenido total de las proteinas citosélicas es fuertemente
inhibida por 4- metilpirazola, y es la principal enzima relacionada con el metabolismo
del etanol.

La ADH-2 es una clase de enzima cuya analogia con el humano es de 65%
aproximadamente, se observa en el tejido hepatico, pero constituye aproximadamente
el 2% del total de ADH citosdlica en comparacion con el aproximadamente 80% de la

ADH-1 (26), y esta presente en otros tejidos como utero, rifién e intestino. La ADH-4,
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es la tercera forma mas estudiada y caracterizada, y se localiza principalmente en el

estomago (21).

Patrén de expresion de las diferentes clases de ADH en mamiferos

CLASE PATRON DE EXPRESION

ADHA1 Principalmente en higado y también en intestino, riiién, pulmén, glandula
adrenal, epididimo, testiculos, utero y ovarios. Ciertas células de la corteza
cerebral, cerebelo e hipotalamo. Expresion de algunos tejidos durante el

desarrollo embrionario.

ADH2 Higado, intestino delgado y piel.

ADH3  Patréon ubicuo, abundante en higado. Es la ADH con mayor presencia en el

cerebro.

ADH4  Piel, ojo, glandula adrenal y en la mucosa de los tractos gastrointestinal,
respiratorio y genitourinario. No se expresa en higado. Expresién en varios

tejidos durante el desarrollo embrionario incluyendo el cerebro.

ADH5 Tejidos fetales.

ADH6  Elevada expresion en higado y en menor cantidad en rifién y pulmén.

(21,27-29: Ang y cols., 1996-97; Boleda y cols., 1989; Julia y cols., 1987; Parés y Farrés 1995).

FISIOLGIA DE LAS ADHs

El consumo de alcohol es una practica milenaria arraigada en casi todas las
culturas ancestrales y sociedades humanas actuales. Debido a que el etanol es una
molécula pequena, soluble en agua y que facilmente se desplaza a través de la
membrana citoplasmica, después de una ingesta de alcohol, la mayoria de los tejidos
celulares, si no es que todos se ven invadidos por él, y muchas de las funciones vitales
del cuerpo se afectan. El higado, es el 6érgano que de manera mas severa se ve
afectado por efecto de la intoxicacién alcohdlica. Durante las primeras investigaciones
realizadas al respecto, se pensaba que los desordenes ocasionados se debian
exclusivamente a problemas nutricionales provocados por la gran cantidad de energia
que el etanol aporta (7.1Kcal/g), lo que sustituye en casi la mitad al aporte de energia

derivado de la ingesta de alimentos; la deficiencia de acido félico y tiamina, entre otros
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elementos, son causantes de la malnutricion observada en los individuos con
problemas de alcoholismo (30). Los efectos son proporcionales a la concentracién y
tiempo de ingesta, y son mas marcados cuando la concentracion etilica esta en
ascenso; y se potencia cuando se consume con otras drogas como sedantes,
opiaceos, antidepresivos, entre otros (136).

El alcohol produce tolerancia, y a parte de sus efectos sobre el sistema
nervioso central (SNC), se observan entre muchos otros hipoglucemia, trastornos
cardiacos y hepatitis aguda. La intoxicacién etilica aguda puede presentarse en tres
formas: no complicada (75% de los casos), con agitacién motriz (18% de los casos), y
coma alcohdlico (7% de los casos); estas diferencias se obtienen a partir de la
cantidad de alcohol presente en sangre. Asi se tiene que con 20-30mg/dl se afecta el
control motor fino; entre 50-100mg/dl hay deterioro leve o moderado de las funciones
cognitivas; con mas del 150mg/dl el 50% de las personas pueden estar muy
intoxicadas. Entre 200-300mg/dl se desencadena nausea y vomito entre otros
sintomas; 300mg/dl generalmente produce coma; finalmente el rango letal se da entre
400-900mg/dI independientemente de que se sea o no un alcohdlico crénico. De la
misma forma, la intoxicaciéon crénica y excesiva (de acuerdo a los valores antes
mencionados) se asocia a graves trastornos nutricionales, neuroldgicos y mentales; de

hecho se puede decir que no hay érgano que no se vea afectado por el etanol (136).
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Otros de los eventos observados como resultados de la ingesta de alcohol,
estan asociados con la intoxicacion directa del tejido hepatico la cual inicia en la zona
perivenosa del I6bulo hepatico, sin embargo la regidn donde se lleva a cabo
principalmente la oxidacion del etanol en el tejido hepatico no esta determinada. Uno
mas de los cambios observados durante el metabolismo del etanol es el incremento en
el estado de oxido — reduccion en el citoplasma celular; (relacion NADH/NAD"); este
cambio desencadena problemas metabdlicos como la hiperlactocidemia, que genera
acidosis e impide que el rindn excrete de manera adecuada el acido urico, provocando
consecuentemente un problema de hiperuricemia.

El incremento en la sintesis de acidos grasos provocada por el exceso de
NADH y su subsecuente acumulacién, aunada a una baja en la actividad del ciclo de

Krebs es otro fendmeno observado después de una ingesta excesiva de alcohol (30).
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Cuando en 1910, Batelli y Stern observaron que en extractos de tejidos de
diversos animales, se podian llevar a cabo reacciones de oxidacion del etanol hacia
acetaldehido y &cido acético, se consideré que la oxidacion del etanol era una
caracteristica normal del metabolismo en los animales. La subsecuente purificacion
de la ADH a partir de diferentes tejidos animales, de alguna manera confirmaba esta
idea (15).

Excepto en los humanos, los animales no necesitan consumir o producir
grandes cantidades de alcohol como para justificar la presencia de mas de una
veintena de enzimas con una gran variedad de isoformas con las cuales se pueden
llevar a cabo la oxidacién de etanol. De hecho, el porcentaje de etanol presente de
manera normal en los tejidos celulares es del orden de 0.1 - 1mM. De ahi que el
consumo de etanol por el humano y sus consecuencias fisioldgicas haya inducido a
muchos investigadores a estudiar de manera extensiva e intensiva los mecanismos de
intoxicacion alcohdlica y su metabolismo (28). Existen diversos mecanismos de
eliminacion  del etanol (MEOS vy catalasas), pero el principal mecanismo de
desintoxicacion etilica, esta referido al sistema enzimatico compuesto por la ADH
hepatica, que cataliza la oxidacion del etanol hacia acetaldehido en la primera etapa

de su eliminacion fisiologica (31,32).

METABOLISMO DEL ETANOL

ALDEHIDO DESHIDROGENASA (ALDH)

ALCOHOL DESHIDROGENASA (ADH)

SISTEMA DE OXIDACION DEL
ETANOL (MEOS CYP2E1)

PRINCIPALES VIAS DE DESINTOXICACION ALCOHOLICA
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Las diferentes formas moleculares en las que se expresa la ADH, y la
capacidad que poseen de metabolizar otros sustratos ademas del etanol, ha permitido
sugerir que este complejo enzimatico podria estar involucrado en mas de un
mecanismo fisioldgico; la eliminacién de productos de peroxidacion, oxidacion de
acidos grasos, eliminacion de formaldehido, metabolismo de hormonas, y el
metabolismo de retinoides son ejemplos de tal versatilidad. Los retinoides son
compuestos altamente mitogénicos capaces de inducir de manera directa la
proliferacion celular en un evento denominado hiperplasia directa.

Debido a que la ADH exhibe una gran actividad metabdlica en presencia de
retinoides, se ha pensado que muy probablemente esté relacionada con la sintesis de
acido retindico, ya que es muy activa tanto en la oxidacién de retinol como la reduccion
del retinal. Este aspecto es importante, debido a la participacién de estos compuestos
en el desarrollo, embriogénesis y proliferacion celular (11, 33). No obstante que la
enzima posee una multiplicidad de funciones, se reconoce a la ADH como la principal
enzima relacionada con el metabolismo del etanol en los mamiferos, lo que ha
contribuido a que se lleven a cabo una gran cantidad de estudios fisioldgicos,
farmacolodgicos y moleculares, entre muchos otros, referidos hacia dicha enzima (20,
28). Estos estudios han permitido establecer que fue una de las primeras enzimas
identificadas relacionadas con el metabolismo de los retinoides. Algunos miembros de
la familia de la enzima alcohol deshidrogenasa prefieren al retinol como sustrato sobre
el etanol, y su habilidad para oxidar retinol es inhibida competitivamente por niveles

altos de etanol.

REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE GENES

ADH ALDH
ETANOL — = ACETALDEHIDO

"N

ACIDO ACETICO

_ INHIBICION R—C— O R-C -0
H C‘ ~OH COMPETITIVA | |
H H OH
ADH ALDH
RETINOL RETINALDEHIDO ACIDO RETINOICO

DUESTER G. 1998
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De las formas de ADH encontradas en el humano, probablemente la ADH-1

contribuya en la produccion de todo-trans-retinal que posteriormente sera
metabolizado hacia todo-trans-acido retindico necesario en la regulacion génica.
Debido a que la deshidrogenacion alcohdlica es una reaccion reversible, la ADH-1
puede también catalizar la reduccién de retinal hacia retinol en una reaccién NADH

dependiente. Sin embargo bajo condiciones fisiolégicas, la ADH-1 solo contribuye de

manera importante o significativa en la oxidacion del retinol.

CUADRO COMPARATIVO DE LAS CARACTERISTICAS DE LAS
DIFERENTES ISOFORMAS DE ALCOHOL DESHIDROGENASAS

Clase | Gen(locus) Alelo Estruct./subun. Sustrato Distribucion
| ADH-1 ADH1, I;I\o:nod(:['neros y Alcoho;e;,sé:;dos Higado: citosol.
* * * eterodimeros: ’
ADH-2 ADH2*1,2*2,2*3 o.B,y retinoides.
ADH-3 ’ ™
ADH3*1,3*2
I ADH-4 ADH4 Homodimeros: © | Alcoholes, aldehidos | Higado y otros tejidos:
y retinoides citosol.
entre otros.

Il ADH-5 ADH5 Homodimeros: Alcoholes y Patrén ubicuo: citosol,
aldehidos nucleo.
primarios,

acidos grasos.
[\V4 ADH-7 ADHo Homodimeros: ¢ | Alcoholes, aldehidos, Diversos tejidos :
acidos principalmente
grasos y retinoides estomago y
entre otros. tejidos oculares
:citosol.

La ADH-1 también se expresa de manera abundante en otros tejidos sensibles

a los retinoides incluyendo aquellos que se encuentran presentes durante el desarrollo
embriolégico del humano y otros vertebrados. Los estudios realizados en embriones
de ratdén utilizando el inhibidor de ADH la 4-metilpirazola, han mostrado que este
agente es capaz de inhibir el metabolismo de todo-trans-retinol, dando como resultado
niveles bajos de todo-trans-acido retinéico en el embrion y en el plasma materno. Sin
embargo, no se ha demostrado si el efecto inhibidor es sobre la ADH-1 o en alguna

otra isoforma.
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Las estructuras de la ADH-1 de humano, caballo y del bacalao muestran sitios
activos sumamente conservados que pueden reconocer alcoholes de cadena larga.
Estudios moleculares del sitio de union muestran que ADH-1, esta disefada para
reconocer y unir perfectamente al todo-trans-retinol no asi al 9-cis-retinol.

La ADH-2 es una clase distinta de enzima citosdlica que comparte
aproximadamente el 60% de similitud en su secuencia con la ADH-1. En humano se
ha demostrado que ADH-2 puede catalizar la oxidaciéon de todo-trans-retinol y
posiblemente contribuya a la produccion de todo-trans-retinal necesario para la
sintesis del acido retindico. En la rata, la ADH-2 es mas activa con 9-cis-retinol (Km=
0.47uM™1 min'1) y posee una actividad relativamente baja con all-trans-retinol (Km=
0.009uM1 min™1). Sin embargo, la ADH-2 unicamente representa el 2% de la
actividad de retinol deshidrogenasa citosolica en el higado, mientras que la ADH-1
comprende aproximadamente el 80%. En contraste con estos estudios, la ADH-2 de
raton, no posee actividad con todo-trans-retinol y con 9-cis-retinol como sustratos.

La ADH-3 por su parte no parece compartir con los otros miembros de la familia
la capacidad de metabolizar etanol y retinol; sin embargo muestra una eficiente
capacidad para funcionar como formaldehido deshidrogenasa utilizando al S-
hidroximetilglutation como sustrato (35). Esto sugiere que varias clases de ADH
evolucionaron para desempenfar diferentes funciones, y que esta enzima es la Unica
que esta presente en todos los organismos vivos incluyendo a las bacterias, plantas y
animales (16).

Por otro lado, la ADH-4 ha demostrado ser una de las enzimas mas eficientes
en catalizar el metabolismo de los retinoides tanto para todo- trans- retinol como 9-cis-
retinol contribuyendo de manera importante en la produccién de todo-trans-retinal y 9-
cis-retinal para la sintesis de acido retindico. En humano por ejemplo, la eficiencia
catalitica de estas enzimas para oxidar todo-trans-retinol se da de la siguiente manera:
isoformas ADH-1(Kcat/Km=0.01 — 0.3 uM™" min™"), ADH-2 (Kcat/Km= 0.5 — 0.7 yM'min
"), y ADH-4 (Kcat/Km = 1.9 — 4.5 yM™ min™") esta ultima enzima posee una constante
catalitica para el 9-cis retinol de (Kcat/Km= 13.3uM™ min”) lo que indica que esta
enzima prefiere los sustratos cis en contraste con lo observado en ADH-1 que prefiere
los sustratos trans.

La estructura terciaria de ADH-4 muestra que, al igual que la ADH-1, posee un
sitio activo capaz de unirse a alcoholes de cadena larga, pero ademas se une de
manera mas eficiente a otros como son los todo-trans- retinoles, 9-cis retinoles y 11-
cis-retinoles. Dentro de los miembros de la familia de la ADH, la ADH-4 es la que
parece desempefar el papel de retinol deshidrogenasa debido a su extraordinaria

eficiencia catalitica en la oxidacion del retinol (11,36). De acuerdo a diversos estudios
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moleculares, se sabe que el sitio de unién de esta enzima es relativamente grande y
facilmente puede unirse al retinol (cuyo peso molecular es de 286.5), lo que indica que
el sitio de union de esta enzima no esta disefiado para unirse a sustratos de moléculas
simples o de dos atomos de carbono como el etanol (peso molecular de 46da).
Tomando en cuenta el patron de expresion de la familia de ADH en el ratén, se
ha sugerido que la ADH-4 es la unica forma que participa en el metabolismo del retinol
produciendo acido retindico, asi como en el metabolismo del etanol durante y después
de una intoxicacion aguda con etanol durante el desarrollo embriolégico del raton. Por
otro lado, el citocromo P-450 parece participar en el metabolismo del etanol en el
higado adulto, pero no parece contribuir en el metabolismo del etanol durante el
desarrollo embriologico debido a que su mMRNA no es detectable en los estadios E6.5-
E8.5. Este hallazgo es importante porque junto con los estudios de la expresion de la
ADH, proporciona evidencia de que la ADH-4 puede ser el blanco de accion del etanol
en la embriogénesis descrita anteriormente. Sobre las bases de las propiedades
enzimaticas de ADH-4, el etanol debe alcanzar niveles altos antes de competir

efectivamente con el retinol como sustrato para esta enzima (34,37, 38).

CONSTANTES CINETICAS PARA ALGUNAS ISOFORMAS DE ADH

ADH1 \ ADH2 ADH3 ADH4
SUSTRATO Km (um) Km (um) Km (um) Km (um)
Etanol 1.4 34 +2000 2400
Acetaldehido 0.17 ns
Hexanol 0.12 2
Hexanal 0,05 2.4
Todo-trans- 0.047 0.09 0.008
retinol
(all-trans-
retinol)
9-cis-retinol Actividad no 0.47 0.025
determinada
13-cis-retinol | Actividad no Actividad no
determinada detectada
Todo-trans- 0.01 0.008
retinal
9-cis-retinal 0.013 0.012
13-cis-retinal | Actividad no Actividad no
determinada detectada

(ns= no saturable con el sustrato)(Boleda, 1993;Crosas, 2000; Farrés, 1994; Julia
1987). La ADH1 (hepatica), presenta una Ki (constante de inhibicion) a la pirazola y
sus derivados de 0.4uM. ADH2 (ubicua), posee una Ki de 78.4mM, finalmente, ADH4
(estdbmago) posee una Ki para pirazola de 0.56mM.
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Los estudios sobre expresidon génica anteriormente descritos aportan evidencia
de que la maquinaria enzimatica necesaria para llevar a cabo las dos etapas en la
oxidacion del retinol hacia acido retindico esta presente en E7.5 durante el desarrollo
embrioldgico del ratén, etapa en la cual el acido retindico se detecta inicialmente. Para
esta tapa los tres receptores de acido retindico se expresan en numerosos tejidos.

La expresion simultdnea de ADH-4, ALDH-I y RALDH-2 en E7.5 cuando el
acido retindico es inicialmente detectado, proporciona un argumento muy importante y
de mucho peso de que estas enzimas estan designadas para funcionar en la
regulacion de la sintesis de acido retindico (AR) para que la sefializacién de retinoides
inicie. La intoxicacién con etanol durante el desarrollo embriolégico puede inducir el
sindrome de alcoholismo fetal caracterizado por una alta incidencia defectos
craneofaciales, cardiovasculares y de sistema nervioso central. Algunos de estos
defectos probablemente sean causados por una baja sobrevivencia de las células
formadoras de la cresta neural después de una intoxicacion alcohdlica. La habilidad
del etanol de reducir el nivel del acido retinéico durante la E7.5 sugiere que los efectos
negativos del téxico estan dados, al menos en parte, por el bloqueo del inicio de la via
de senalizacion del AR, necesario para la supervivencia celular neurocraneal. Esto
probablemente resulte de la inhibicion de la sintesis del AR catalizada por la ADH-4
que puede ser el blanco de los efectos destructivos de la intoxicacién con etanol
durante el desarrollo embrioldgico del raton.

Los patrones de expresién espacio-temporal de la enzima ADH-4, y de dos
formas de ALDH coinciden con la deteccién de acido retindico al mismo tiempo

durante el desarrollo embrioldgico del raton (34).

INICLA LA INICLA LA SENALIZACION
GASTRULACION DE LOS RETINOIDES
4. _L ——— ETANOL
E 6.5 E 7.5 E 8.5

I | )

e
| ADH-IVv :::-
| ALDH- 1 ?_f_,"::
| RALDH - 2 ;:-

MODELO ESQUEMATICO DEL INICIO DE LA SENALIZACION DE (AR) DURANTE EL
DESARROLLO EMBRIOLOGICO DEL RATON (Duester G.1998)
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Esto sugiere que ciertas formas de ADH y ALDH probablemente participen de
manera conjunta en la sintesis de AR durante el desarrollo embriologico del ratén. La
intoxicacion con concentraciones elevadas de etanol en los embriones de ratdn
durante la etapa de desarrollo embriolégico de 7.5, induce la reduccién en los niveles
de sintesis de AR. Debido a que en esta etapa no se observa la presencia de otras
enzimas relacionadas con el metabolismo de etanol (ADH-1 y P-450), esto indica que
la ADH-4 pudiera ser la Unica enzima disponible en esta etapa para metabolizar el

etanol y el retinol.

ALDEHIDO DESHIDROGENASA (ALDH)

La presencia de productos toxicos generados durante el metabolismo de
compuestos tanto enddgenos como exdgenos en casi todos los organos y tejidos
corporales en los mamiferos, es un fendmeno normalmente observado (39, 40).

Dentro de este grupo, se encuentran los aldehidos como el acetaldehido, cuya
reaccion de deshidrogenacion esta catalizada por una variedad de enzimas; algunas
de estas enzimas poseen una especificidad limitada en cuanto al tipo de sustrato que
prefieren, otras en cambio presentan una gama amplia en cuanto a lo que se refiere a
la afinidad por sustratos; a este ultimo grupo pertenece la enzima aldehido
deshidrogenasa (ALDH EC 1.2.1.). La enzima se localiza en érganos como el higado,
rindn, estomago y cerebro, ademas de muchos otros; intracelularmente, su
localizacion esta ubicada tanto en citoplasma como en mitocondria (40). La enzima
ALDH vy sus diferentes isoformas, constituyen un sistema dividido en clases de
acuerdo a sus caracteristicas estructurales (que pueden estar formadas por dimeros o

tetrdmeros) y cataliticas, ademas de su localizacion intracelular (41).
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ESTRUCTURA MONOMERICA DE ALDH ESTRUCTURA DIMERICA DE ALDH

aldh.pdf
1ad3.pdb

ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE ALDH

Este sistema esta formado por cuando menos 8 diferentes clases de enzimas
agrupados en diferentes familias con aproximadamente 86 miembros presentes en
eucariontes y de estos, 54 observados en animales superiores (42). Ellas son
responsables como se mencioné brevemente, no solamente de la oxidacién del
acetaldehido, sino ademas de muchos otros compuestos aldehidicos, como las
monoaminas, diaminas, poliaminas, ademas del acido retindico y de los aldehidos
generados durante eventos de lipoperoxidacion de membranas celulares, entre otros
(40, 43).

El grado de homologias entre los miembros de cada clase es de
aproximadamente 90% y entre las diferentes clases es de aproximadamente 70% (15).
En algunos vertebrados como el ratén y el sapo (Xenopus laevis), estas enzimas
comparten aproximadamente 87% de similitudes en la secuencia de aminoacidos;
ademas, de que su expresion se conserva en la mayoria de los tejidos embrionarios y
en algunos durante la etapa adulta, mostrando que estan relacionadas con la sintesis
de AR. De las 8 clases de ALDH, las mas conocidas son: la ALDH clase |, que esta
constituida por miembros de enzimas cuyas subunidades homotetrameras poseen
afinidad por el retinal y el acetaldehido. La ALDH clase Il, posee una estructura
tetrdmera localizada en la matriz mitocondrial y es la enzima con mayor afinidad por el

acetaldehido, mientras que la tercera clase, se compone de diversas isoformas
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diméricas, citosdlicas con subunidades de 50kDa de peso (15).

La ALDH-IV, es

dimérica y se localiza en higado y rifidn; su localizacion intracelular esta reservada a

mitocondria.

CUADRO COMPARATIVO DE LAS CARACTERISTICAS DE LAS DIFERENTES

ISOFORMAS DE ALDEHIDO DESHIDROGENAS (Rivero —Rosas1997).

Clase | Especie Gen(locus) | Alelo Estructura PMxSubun. | Sustrato Distribucién:tisular
y celular
Mamiferos,rana, ALDH-1 ALDH1 Homotetramera | 54kDa Acetaldehido, Diversos tejidos:
gallina retinal. citosol.
Il Mamiferos ALDH-2 ADH2*1 | Tetramera 55kDa Acetaldehido. Diversos tejidos:
ADH2*2 mitocondrias.

1l Mamiferos ALDH-3 ALDH3 Dimero 50kDa Dioxinas e Estomago,
hidrocarbonos pulmén e higado:
policiclicos. citosol,

mitocondrias y
microsomas.

\Y) Mamiferos ALDH-4 ALDH4 Dimero 50kDa Benzaldehido, Higado y rifidn:
aldehidos mitocondrias.
alifaticos.

? Mamiferos ALDH-5 ? ? ? ? Tejidos fetales.

? Mamiferos ALDH-6 ? ? ? ? Glandulas

salivales.

? Mamiferos ALDH-7 ? ? ? ? Rifi6n y pulmon.

? Mamiferos ALDH-8 ? ? ? ? Glandula parotida.

En humanos, se han identificado diferentes isoformas de ALDH, obtenidas de

diversos tejidos (25, 42- 45). La ALDH-1 observada en humano, presenta diferentes

formas ortélogas en varias clases de mamiferos y se denominan de acuerdo al grupo

al que pertenecen; en el raton se denomina ALHD-2 y en la rata RALDH1.

Entre las

funciones que se han detectado en la ALDH-1 citosélica encontrada en humano, es su

capacidad de oxidar retinal hacia AR; ademas de que se sabe que posee una

importante funcion en tejidos oculares como la cérnea y el lente (19). En el humano

esta enzima comparte un 70% de similitud con la ALDH-1 y se encuentra en el tejido

ventral de la retina (19).
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FISIOLOGIA DE LAS ALDHs

Debido a la multiplicidad de isoformas encontradas en la familia de las ALDHs,
y como se mencionod brevemente en parrafos anteriores, entre las multiples funciones
desempefadas por este sistema de enzimas, se encuentra su capacidad para
metabolizar una gran variedad de compuestos aldehidicos generados a partir del
metabolismo de compuestos tanto enddégenos como exdgenos, entre los que se
encuentran los aminoacidos, aminas, acidos grasos, etc. (39, 41). No obstante, que
algunos aldehidos como aquellos utilizados en mecanismos fisiolégicos relacionados
con la vision (13-cis-retinal) son benéficos, la mayoria de los aldehidos generados
provocan efectos deletéreos en el organismo, incluyendo citotoxicidad, mutagénesis y
carcinogénesis entre muchos otros (46).

El acetaldehido, principal metabolito generado durante la primera etapa del
catabolismo del etanol en el tejido hepatico, es una molécula altamente reactiva que
posee la capacidad de unirse a otras moléculas principalmente proteinas, y formar
compuestos altamente téxicos denominados aductos (47, 48).

En este sentido, la mayor parte de los efectos téxicos asociados con la ingesta
de etanol son atribuidos a la formacién del acetaldehido, y a la subsecuente
inactivacion de las moléculas a las que se une (48). Aproximadamente el 90% del
acetaldehido asi formado, es metabolizado principalmente por el sistema ALDH que
convierte al acetaldehido en acetato en una reaccion de oxidacidon que requiere NAD+

como coenzima y, que como en el caso de la ADH, la reaccion es bidireccional.

CHCROHANAD __aeconer CHiCHO + NADH

DESHIDROGEMNASA
ETANOL -1 }AC ETALDEHIDO

(HCHO+HO+NAD _ aceracoerioo CH3COOH + NADH + H*

DESHIDROGEMASA
ACETALDEHIDO # } ACIDO ACETICO

El mecanismo de reaccidn inicia con la entrada de la coenzima (NAD+) al sitio

catalitico de la enzima y una subsecuente ionizacion de un grupo tiol de una cisteina
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facilita la entrada del acetaldehido. La formacién de un producto intermediario
(tiohemiacetal) y una oportuna deshidrogenacion del mismo dan lugar a la formacion
de un grupo acilo, el cual es liberado en presencia de una molécula de agua en forma
de acido (15).

SITIO ACTIVO DE ALDH

Ahora bien, de las diferentes clases que conforman al sistema ALDH, cada una
posee sus propias caracteristicas de acuerdo a la funcion o funciones que desarrollen.
Por ejemplo, la ALDH-1 posee una elevada afinidad por el retinal (forma activa de
vitamina A) y sus diferentes formas (tanto para el todo-trans-retinal como para el 9-cis-
retinal) el cual es oxidado y transformado en AR (hacia todo-trans y 9-cis-acido
retindico), en una reaccion NAD-dependiente con mas o menos la misma eficiencia
(15, 19, 39). También se sabe que en algunos animales vertebrados como en el raton
y el sapo la expresion de la ALDH-1 se conserva durante el desarrollo embrionario y
en la etapa adulta, en ciertos tejidos entre los que se encuentra la retina, que esta
asociada con la sintesis de acido retindico en tejidos oculares.

La estructura terciaria de la ALDH-1 muestra que posee un sitio activo que
puede facilmente ligar o acomodar a los todo-trans-retinales; lo que la hace parecer
como una enzima de suma importancia en la sintesis de AR (todo-trans- AR), el cual
esta relacionado con la regulacion de la expresion génica en una gran variedad de
tejidos (19). Ademas, de que la ALDH-1 parece ser la principal enzima responsable en

la oxidacién del retinal, otra actividad catalitica que se ha observado, es su capacidad
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para producir los ligandos necesarios (por ejemplo: RAR a, B y Y) para estimular la
diferenciacion de células tumorales HL-60 hacia un estado final de diferenciacién como
granulocitos (39).

La participacion de la ALDH-1 en procesos carcinogénicos, es otro fendmeno
que se ha observado. La utilizacion terapéutica de productos anticancerigenos como
la ciclosporina, ha llevado a muchos investigadores a estudiar el papel que juega la
ALDH-1 en este proceso. Se ha determinado que el mecanismo fisiolégico de
desintoxicacion de los productos metabdlicos (4-hidroxiciclofosfamida/aldofosfamida)
de este agente, es catalizado por esta enzima; cuando los niveles de 4-
hidroxiciclofosfamida/aldofosfamida en sangre alcanzan niveles farmacolégicos
(160uM), la enzima es capaz de metabolizar aproximadamente el 80% de dichos
productos (49).

La ALDH-2 (localizada en mitocondria), juega un papel preponderante en el
proceso de biotransformacion de la nitroglicerina in vivo en tejidos dependientes de
relajacion como el musculo cardiaco; la enzima cataliza la conversion de la
nitroglicerina hacia 1,2-gliceril dinitrato y nitrito, induciendo la producciéon de especies
oxigeno reactivas (ROS) que a su vez inhiben la actividad enzimatica de ALDH-2; la
utilizacion de agentes antioxidantes en estas circunstancias, reduce la cantidad de
‘ROS” (especies oxigeno reactivas) y restablece la actividad de la enzima (50). Esta
enzima también se expresa en el embrién y en los 6rganos reproductores del raton
adulto, asi como en el embrién del pollo. También se ha observado que en animales
carentes de esta enzima, durante el desarrollo embrionario mueren y muestran una
deficiencia total de AR, proporcionando evidencia genética de que ALDH-2 participa en
la sintesis de AR durante el desarrollo embrioldgico y el crecimiento (51).

La ALDH-3, por su parte esta relacionada con tejidos oculares como la cérnea,
y se sabe que cataliza eficientemente la oxidacién de compuestos peroxi-aldehidicos
de cadena media presentes en este tejido; esto es consistente con la idea de que
ALDH-3 participa en mecanismos de defensa contra el efecto de los rayos de luz
ultravioleta (52, 53).
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SUSTRATOS FISIOLOGICOS Y VIAS METABOLICAS EN LAS QUE ESTAN
IMPLICADAS LAS ALDH (Rivero —Rosas1997).

SUSTRATO

ALDH

PROCESO METABOLICO

Acetaldehido.

ALDH1, ALDH2 y ALDH3

Metabolismo del ETOH.

Formaldehido.

ALDH1, ALDH2 y ALDH3

Desintoxicacion de

formaldehido.

Todo-trans-retinal. ALDH1 y ALDH3 Metabolismo del acido

(all-trans-retinal) retindico.

9-cis-retinal. ALDH1, ALDH2 y ALDH3 Metabolismo del acido
retindico.

13-cis- retinal. ALDH1 Metabolismo del acido
retindico.

5-hidroxiindol-acetaldehido.

ALDH1y ALDH2

Metabolismo de la serotonina.

3-hidroxifenil-acetaldehido.

ALDH1, ALDH2 y ALDH3

Catabolismo de la dopamina.

y-aminobutiraldehido.

ALDH3

Sintesis de GABA.

Imidazolacetaldehido.

ALDH1, ALDH2 y ALDH3

Catabolismo de la histidina.

Aldehidos de:

cadaverina. Monoaldehidos de:

espermina,

espermidina.

ALDH3

Catabolismo de poliaminas y

diaminas.

Desde hace mas de un siglo,

se ha desarrollado un interés creciente por

conocer y entender cada vez mas que en el tejido hepatico existe un inmenso

repertorio de eventos involucrados en la regulacién del ciclo celular, el cual ha

generado que durante la ultima década los investigadores se enfoquen de una manera

mas intensa a estudiar la habilidad que tiene el higado para regenerarse (6).

RETINOIDES

A partir de que se escribiera un capitulo sobre “biosintesis, absorcion vy

metabolismo hepéatico del retinol” (forma activa de la vitamina A) en la primera edicion

del tratado sobre retinoides escrito en 1984 por Michael B. Sporn y cols. (54) la

informacion disponible sobre esta area se ha incrementado considerablemente.
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MOLECULA DE VITAMINA A
(RETINOL)

El descubrimiento de los mecanismos de almacenamiento y desplazamiento
del retinol, la descripcién de nuevas enzimas involucradas en su metabolismo, los
hallazgos de la participacion de las proteinas de unidén a retinoides dirigiendo el
metabolismo de éstos; el conocimiento de cémo el AR y sus metabolitos son
sintetizados, y como los niveles de AR son regulados y mantenidos por las células,
son campos de estudio intenso. Asi mismo, el conocimiento del transporte tanto
intracelular como extracelularmente hacia los sitios de accion donde es esencial para
la regulacion de la expresion génica, son eventos que motivan a los investigadores a
continuar con sus investigaciones en este campo (54).

El almacenamiento y metabolismo de los retinoides, se lleva a cabo en el
higado en dos diferentes tipos celulares: las células esteladas (también llamadas

células de Ito) y las células del parénquima (hepatocitos) (55-57).

HEPATOCITOS
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El retinil ester (uno de los primeros productos obtenidos de la hidrdlisis de los
carotenoides en su via de transformacion hacia AR), es tomado por las células del
parénquima y transferido a las células estelares para su almacenamiento. El
almacenamiento y metabolismo del retinil ester en el higado inicia con una reaccion
hidrolitica para formar retinol, y una esterificacién subsecuente para dar lugar a
ésteres de acidos grasos de cadena larga (58).

El transporte del retinol a partir de los retinoides almacenados en el higado
hacia los tejidos sensibles a la vitamina A, se lleva a cabo con la ayuda de la proteina
de unién a retinoides (RBP en plasma o CRBP en célula) (59- 61). Esta proteina se
aislé por primera vez en 1968, y a partir de entonces ha sido ampliamente estudiada;
su secrecion es un proceso perfectamente regulado por factores localizados en el
reticulo endoplasmico, pero el contenido y la disposicion de retinoides en la célula es
el factor critico en dicho fendmeno (62). La molécula esta formada por una cadena
polipeptidica simple, con aproximadamente 182 aminoacidos y tres puentes disulfuro,
con un peso aproximado de 21,000 Da, y tienen un sitio catalitico para permitir la unién
de una molécula de todo--trans-retinol. La proteina RBP de humano, comparte una
homologia con la de rata de aproximadamente 86%, esta ultima posee 183 residuos

de aminoacidos (63, 64).

Song Tan, 2001

ESQUEMA DE LA PROTEINA DE UNION A RETINOL (RBP)
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La sintesis de los retinoides se lleva a cabo a partir del B-caroteno, que es el
precursor de la vitamina A; A partir de este se obtienen dos moléculas de retinol; la
oxidacion posterior del retinol se lleva a cabo por accién de una oxidasa (ADH) que
convierte al retinol en retinal, el cual se transforma a su vez en AR, por la enzima
ALDH (19, 3,7 43, 51, 65).

HzC CHz

CHs R-Caroteno

RETINOIDES

FISIOLOGIA DE LOS RETINOIDES

La vitamina A y sus derivados se requieren en diferentes procesos de la vida
incluyendo el desarrollo de la visién, reproducciéon, metabolismo, diferenciacion,
hematopoyesis, desarrollo 6seo y el patrén de desarrollo embrioldgico (59, 60, 66).

Desde hace varias décadas, se sabe que los retinoides poseen un potente
efecto antiproliferativo y son muy efectivos en el tratamiento de una gran variedad de
enfermedades incluyendo el cancer, ademas de su participacion en la vision (75). Los
mecanismos a partir de los cuales los retinoides desempefian esta variedad de
efectos, reside en su capacidad de regular la expresion génica en sitios especificos de
aquellos tejidos que son blanco de los retinoides en el cuerpo.

En los anos 70 -80s se sugirid por primera vez que la regulaciéon génica
inducida por los retinoides era muy similar a lo que sucedia con las hormonas, lo que

sugeria que los mecanismos de accion de los retinoides eran por analogia similares a
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los que se observaba con los esteroides, y que estos mecanismos eran mediados por
receptores (67- 69).

Como se mencion6 anteriormente, en ese tiempo se descubrid la proteina de
union al AR CRABP (celular retinoic acid- binding protein). La caracterizacion inicial y
el analisis bioquimico de CRABP, instd a los investigadores a seguir buscando, y lo
que encontraron fueron dos diferentes tipos de receptores para AR, RAR y RXR;
ambos responden a todo-trans-RA aunque posean ciertas diferencias en sus
secuencias, pero unicamente RXR responde a 9-cis-acido retindico. La identificacion
de estos dos sistemas y sus diferentes isoformas, ha permitido desarrollar modelos

que ayudan a explicar la via de sefalizacion de los retinoides (70, 71).

RECEPTOR (RAR) UNIDO AL ACIDO RETINOICO

La identificacion de estos dos sistemas de receptores para el AR (RAR y RXR)
y dos distintos ligandos (todo-trans-AR y 9-cis-AR) ha permitido a los investigadores
proponer diferentes vias de sefalizacion del acido retindico. De acuerdo a esto, se
puede decir que el AR puede actuar tanto en forma paracrina como autocrina; ya sea
introduciéndose directamente a la célula desde el torrente sanguineo, o como producto
del metabolismo del retinol via alcohol y aldehido deshidrogenasas y ligado a su
proteina de union; también la expresiéon de las proteinas de unién es modulada
positivamente por este compuesto (129, 130). De hecho algunas isoformas de ADH
(por ejemplo la expresidon en humanos del gen ADH3; 6 durante la embrigénesis en
ratones la expresion del gen Adh-1) pueden ser inducidas positivamente de acuerdo a

la cantidad de AR presente en los tejidos donde se expresen (137)
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El entendimiento sobre los mecanismos celulares de accion de los retinoides
sigue siendo un problema central en el estudio biolégico y bioquimico de estos
compuestos. En los ultimos 10 afos el conocimiento a este respecto ha crecido y se
ha transformado considerablemente de tal manera, que se ha avanzado en el
entendimiento del control que tienen los retinoides sobre la expresion de genes
especificos (19, 38, 72).

Aun cuando la fisiologia del retinol y sus metabolitos inmediatos permanece
como uno de los problemas de nutricion a estudiar mas importantes, se sabe que
ciertos aspectos de la regulacion de las células inmunoldgicas, asi como aspectos de
biologia celular relacionados con el control de la diferenciacién y el desarrollo, esta
claramente dominado por la participacion de 6 receptores conocidos que pueden
unirse a todo-trans y/o a 9-cis-RA pero que poseen una baja afinidad por el retinol (73,
74). Todos estos receptores funcionan como factores de transcripcion que regulan la

expresion de genes especificos y su efecto sobre el fenotipo celular (75- 77).

— —
St

ﬂtoplasma

9-cis
RA

AXAXNKXS

Regulacion de la transcripcion génica

DIAGRAMA ESQUEMATICO DE LA FUNCION DE LOS RECEPTORES DE DE RETINOIDES
EN LA REGULACION DE LA TRANSCRIPCION GENICA

Actualmente se reconoce que debido a su naturaleza esteroidea, los retinoides
son mediadores locales involucrados en la proliferacién y diferenciacién celular entre
otras muchas funciones, y probablemente mantengan una estrecha relacion o formen
parte integral de otros sistemas reguladores autdcrinos y paracrinos de células y

tejidos. Esta relacién se da gracias a la versatilidad que presentan los receptores de
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AR de formar complejos con diferentes factores de transcripcién ademas del AR
(vitamina D, hormona tiroidea, etc.), y en virtud de su altisima capacidad de formar
interacciones especificas proteina-proteina que permiten regular la transcripcion de
una gran cantidad de genes. En este contexto, los retinoides pueden controlar por
ejemplo la expresion de genes involucrados en la sintesis de diversas citocinas y sus
receptores, como son algunos factores de crecimiento; ademas de gran numero de
oncogenes Yy sus productos como jun y fos. Algunas de estas interacciones entre
retinoides y oncogenes involucran una relacion de unidn entre proteina- proteina
como se mencionod brevemente, entre el receptor de AR y el producto de algun tipo de
oncogen (78, 79).

El punto importante que hay que enfatizar es que la funcion de los retinoides,
citocinas, oncogenes y genes supresores no puede ser entendida de manera aislada;
todas estas moléculas son la parte central de un sistema regulador unificado, utilizado
por las células y tejidos para integrar la informaciéon relacionada con su estado de
diferenciacion y proliferacion (78). De esta manera, la multifuncionalidad de las
acciones de los retinoides depende del contexto bioldégico en el cual se encuentren
(“No se puede hablar de la actividad general de los retinoides; unicamente se puede
considerar su actividad particular definida en un sistema celular en particular”) (54).

Bajo este contexto, se puede decir que la accion de los retinoides y sus
receptores AR (RARs y RXRs) como factores de transcripcion dependera del contexto
celular circundante (80). Los retinoides y sus receptores junto con las citocinas y
otros compuestos moduladores, deben ser considerados como simbolos de un
lenguaje de reconocimiento y comunicacioén intracelular e intercelular utilizado por las
células, y cuyo significado esta vinculado o determinado por el ambiente local que las
rodea (54, 81).

La idea de que los retinoides realicen algunas de sus acciones a través de la
modificacion de la actividad o sintesis de factores de crecimiento, o de sus receptores
actuando antagodnicamente o sinergisticamente empieza a ser aceptada (7, 82).
Actualmente, se sabe que los factores de crecimiento no solamente regulan el
crecimiento y diferenciacion celular, ademas participan en la sintesis de una variedad
de proteinas importantes en la estabilizacién del fenotipo celular, como proteinas de
matriz extracelular, proteasas y sus inhibidores, receptores de integrinas y algunas

otras proteinas celulares especificas como son los anticuerpos (84- 87).
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| RETINOL MATERNAL |

.

[__CRBP I-Retinol |

k3

| CRBP I-Retinaldehido |

| ACIDO RETINOICO (AR) |

Via Hipotética que resume la relacion que existe entre la sintesis del acido
retindico (AR), las proteinas de unién al acido retindico y sus receptores, en el
embrion de mamiferos. Si CRABP fuera saturada con AR externo, este seria
capaz de penetrar al nucleo uniéndose a sus receptores, alterando la via normal
de sefalizacién y por lo tanto la expresion génica normal (83, Morriss-Kay, 1993.)

Existen diferentes mecanismos por los cuales aparentemente los retinoides
pueden controlar la expresion génica. El primer mecanismo esta relacionado con el
nivel de transcripcién génica (de cualquier gen regulado por el AR); el segundo
involucra un cambio en la estabilidad o vida media de los mRNA transcritos en
respuesta al AR; y finalmente un cambio en la concentracion del complejo RAR/unido
a su ligando en la etapa de transcripcién, puede resultar en un efecto directo o
indirecto. Los efectos directos sobre la transcripcién generalmente estan relacionados
con la ausencia de sintesis de proteinas, debido a que es una respuesta inmediata la
que se genera; el efecto indirecto o regulacion indirecta, se asocia a una respuesta del

gen cambiando el nivel de transcripcion a tiempos tardios.
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ACIDO RETINOICO
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VIA DE SENALIZACION DE LOS RECEPTORES DEL ACIDO RETINOICO (RAR y RXR)

Ahora bien para que los retinoides desarrollen sus innumerables e importantes
funciones fisioldgicas como son la regulacion de la expresién génica, crecimiento
celular y mitogénesis por mencionar algunas, es necesario que se lleve a cabo el
metabolismo de sus precursores (retinol y retinal) con la finalidad de producir el
componente activo que es el AR. La via de conversién de retinol en acido retindico
depende de un proceso metabdlico compuesto por dos etapas, la primera consiste en
la oxidacién del retinol para formar retinal y la segunda es la oxidacion de retinal para
dar lugar al AR que actia como ligando activo, modulando la via de sefializacion de
los receptores del AR (RAR y RXR) (19, 38, 88, 89).

Aun cuando el proceso bioquimico por medio del cual se sintetiza el AR no esta
bien definido, numerosos investigadores han establecido que enzimaticamente la via
de conversién es similar a lo que sucede con el etanol. EIl retinol es el precursor
primario en dicha sintesis, la primera etapa parece estar catalizada por la enzima ADH
que oxida al retinol para dar lugar al retinal, que a su vez sera oxidado en una segunda
etapa por la enzima ALDH cuyo producto final sera el acido retindico. El papel
fisioldgico de la ADH en la sintesis del AR en la edad adulta no es muy claro; sin
embargo, debido a que la enzima posee una alta afinidad por el retinol como sustrato,

y se ha observado que tiene una participacion muy importante durante la
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embriogénesis, se presume que puede ser la enzima responsable de la primera etapa
en la formacion del acido retinéico. Como mencioné en capitulos anteriores, debido a
que la ADH exhibe una gran actividad metabdlica en presencia de retinoides, se ha
pensado que muy probablemente esté relacionada con la sintesis de AR, ya que es
muy activa tanto en la oxidacién de retinol como en la reduccion del retinal. Este
aspecto es importante debido a la participacién de estos compuestos en el desarrollo,

embriogénesis y proliferacion celular (11, 33).

SINTESIS DE ACIDO RETINOICO

ADH ALDH
ACETALDEHIDO

ETANOL

H \\\
|
A INHIBICION R—C—O R—-C-O
H (‘: OH | omPETITIVA [ \
H H

OH

ACIDO ACETICO

ADH ALDH

RETINALDEHIDO ACIDO RETINOICO

RETINOL

DUESTER G. 1998

REGENERACION HEPATICA

El interés creciente que ha surgido en los ultimos afios por reconocer que en el
tejido hepatico existe un inmenso repertorio de eventos involucrados en la regulacién
del ciclo celular, ha generado que durante la ultima década los investigadores se
enfoquen de una manera mas intensa a estudiar la habilidad que tiene el higado para
regenerarse (6).

La regeneracion es la capacidad que presenta un 6rgano de restituir o reponer
el tejido perdido después de sufrir una pérdida parcial o de algun tipo de enfermedad o
dano (6). Aunque algunos 6rganos tienen cierta capacidad para regenerar, el unico
organo que verdaderamente desarrolla una hiperplasia y regenera o restituye el tejido
celular perdido, es el higado. Debido a que el higado presenta esta increible

capacidad regenerativa, durante muchos afos un gran numero de investigadores se
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ha dado a la tarea de esclarecer el mecanismo o los mecanismos por los cuales el
tejido hepatico lleva a cabo este proceso. Esta capacidad del higado de reemplazar el
tejido perdido por diferentes circunstancias, hace de este 6rgano el modelo biolégico
mas utilizado para llevar a cabo estudios experimentales sobre los mecanismos
fisiolégicos que regulan la regeneracion. A partir de los resultados que las
investigaciones han aportado, es posible decir que si por alguna razén el higado
pierde la mayor parte de su tejido (hasta el 70% de su masa total al efectuarse una
hepatectomia parcial), el tejido restante prolifera hasta restituir la masa perdida
(hiperplasia compensatoria) y esto lo hace en el transcurso de unos dias a pocas
semanas (90).

Una caracteristica importante que presenta el higado es, que bajo condiciones
naturales en las cuales el tejido hepatico no presenta ningun tipo de anomalia, los
hepatocitos que son el tipo celular predominante en este 6rgano (correspondiendo a
un 70% de la poblacion celular total y aproximadamente un 80% del volumen total del
higado) rara vez se replican (8). EI hepatocito, siendo una célula altamente
diferenciada, permanece de manera normal en un estado de quiescencia en su etapa
de madurez (7, 91).

Cuando en el higado se presentan condiciones que provoquen una pérdida de
la masa celular ya sea de manera fisica, por intoxicacion o por algun tipo de dafo, el
tejido hepatico responde iniciando un proceso de replicacién. Del estado quiescente
que corresponde a la fase (GO0) del ciclo celular, los hepatocitos pasan al estado (G1)
que es la forma pre-replicativa o interfasica de la célula, la cual es seguida por la fase
(S) de sintesis de ADN, para finalmente llegar a la fase (M) mitosis con la
correspondiente division celular que completa la secuencia del ciclo celular (92). Los
eventos involucrados en la respuesta regenerativa son precisos, complejos y
perfectamente regulados (93).

La multiplicidad de factores que estan involucrados e interrelacionados dentro
del complejo proceso que se lleva a cabo en la regeneracion no esta regulada por un
factor Unico que actlie como inductor e inhibidor de este proceso regenerativo. Dentro
de los factores involucrados se pueden mencionar algunos como son: factores
hormonales y de crecimiento; elementos inhibidores, receptores, transductores y
moduladores de la expresion genética y del ciclo celular, entre muchos otros.

Cabe mencionar nuevamente, que el higado es el érgano donde se llevan a
cabo los principales mecanismos de sintesis, almacenamiento y degradacion de
proteinas, aminoacidos, carbohidratos, lipidos, retinoides, etc., ademas de

mecanismos de desintoxicacion de agentes tdxicos exdégenos como el etanol (9).
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De manera cotidiana, el higado sano esta sometido a la influencia de una gran
cantidad de sefiales ambientales (ingesta de cierto tipo de alimentos, inflamacion
sistémica, etc.) capaces de inducir la proliferacién de los hepatocitos, que en su estado
adulto son células altamente diferenciadas con una capacidad replicativa minima. Sin
embargo, aparentemente el microambiente hepatico en un tejido normal es capaz de
atenuar o modificar estas sefiales extracelulares antes de que lleguen a ellos,
previniendo o impidiendo que las células respondan a dichas sefales, fenédmeno que
se inhibe durante la regeneracion (7).

La regeneracion, seguida de una hepatectomia parcial es un modelo
experimental muy utilizado para investigar los mecanismos que regulan la proliferacion
celular in vivo; el modelo clasico de hepatectomia parcial estd basado en la
eliminacion de hasta un 70% del tejido hepatico en animales experimentales (94); sin
embargo, también se utilizan otras variantes de este modelo, como la reseccién de
30% y 90% del tejido (95- 98).

El tiempo promedio que tarda el higado en recuperar su tamafio normal en
ratas hepatectomizadas 70%, esta entre 5-10 dias (6, 90). En el humano, también se
ha observado que la restauracién hepatica se lleva a cabo de manera total, y es un
método que permite a pacientes recuperar el tejido perdido por algun tipo de trauma,
infecciones, o uso de hepatotoxinas, recuperar el tejido perdido (99-101), y asi volver a
tener un higado sano, que es de fundamental importancia para dar una respuesta
adecuada a los requerimientos de energia del organismo (7).

Después de casi un siglo de utilizar al higado como un modelo experimental “in
vivo”, para estudiar los mecanismos que regulan la regeneracion, hasta el momento
no se ha logrado descifrar de manera total el intrincado rompecabezas metabdlico y
molecular que estructura y hace funcionar a este fenédmeno celular (6). Sin embargo,
si se sabe que es un fendmeno bien organizado que involucra una enorme cantidad de
vias de sefalizacion y agentes inductores que permiten al 6rgano alcanzar de manera
exacta su volumen total (90).

Después de wuna hepatectomia, el higado remanente responde tan
eficientemente como le es posible para cubrir sus necesidades funcionales con el
tejido que posee. Las primeras células hepaticas que responden a las sefiales
liberadas post-hepatectomia son los hepatocitos.  Como consecuencia de la
proliferacion de los hepatocitos, se forman pequefios grupos o colonias de entre 10-14
células carentes de matriz extracelular y sinusoides (102). Cuatro dias después de la
hepatectomia, las células de Ito envian delicadas prolongaciones celulares entre las
colonias de hepatocitos; esta invasion coincide con la activacién de genes que

codifican para la sintesis de laminina en las células de Ito. La penetracién de las
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células de Ito entre los hepatocitos, es seguida por una migracion de células
endoteliales que finalmente restauraran la vascularizacién normal de los hepatocitos
(102).

La proliferacion celular que se desencadena inmediatamente después de una
reseccion, esta inducida por la liberacién de factores mitogénicos primarios que se
rigen por patrones establecidos o modulados por factores de crecimiento y senales de
transduccién (33). Los mitdégenos, estan caracterizados como sustancias que
estimulan la sintesis de ADN e inducen mitosis en células in vivo y en cultivo; los
factores de crecimiento (HGF, TGF-g, EGF) por su parte regulan estos eventos
proveyendo a las células en mitosis sefiales que estimulan el crecimiento o que
inhiben el mismo; ademas de participar en mecanismos morfogénicos y de
angiogénesis (103).

Estos factores de crecimiento, a su vez generan sefiales intracelulares que
activan factores de transcripcién génica preexistentes, pero normalmente inactivos (gj.
NF-kB, AP1), y que estan relacionados con la regulacion de las diferentes fases de
crecimiento observadas durante la regeneracion (82). Bajo este contexto, el higado
se ha convertido como se menciond brevemente en parrafos anteriores, en un modelo
biolégico experimental que permite estudiar no solamente los mecanismos de
regeneracion ademas, aquellos mecanismos relacionados con cada una de las
diferentes funciones de las cuales es responsable este 6rgano, entre las que se
encuentra el metabolismo de agentes téxicos tanto enddégenos como exdgenos,
compuestos de vital importancia como carbohidratos, lipidos, proteinas, aminoacidos,

retinoides, etc.
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JUSTIFICACION

La regeneracion, observada en el higado como respuesta a la pérdida de tejido
por diversas causas, es un fendmeno fisiolégico cuyos mecanismos no se ha logrado
descifrar totalmente. Sin embargo, si se sabe que es un fendmeno perfectamente bien
regulado donde se desencadena la liberacion de una gran cantidad de factores
responsables de iniciar y promover la regeneracién; dentro de estos factores se
incluyen mitdogenos, comitégenos, factores de crecimiento, inhibidores, etc., que
inducen la sintesis de ADN, evento crucial en la regeneracién y en cualquier otro
mecanismo de proliferacion celular. Esta sintesis de ADN ademas, esta mediada por
diversas enzimas responsables del metabolismo de los compuestos necesarios para
que se lleve a cabo de manera orquestada todo el proceso.

La familia de la ADH y la familia de la ALDH, cuyos miembros poseen una
amplia afinidad por diversos sustratos entre los que se encuentran el etanol y los
retinoides, forman parte de uno de los sistemas de desintoxicacion alcohdlica mas
importantes localizados en el higado, pero su participaciéon funcional dentro del
organismo no se limita a este proceso. Por el contrario, ambas familias de enzimas se
han relacionado con una amplia gama de procesos fisioldgicos en los que también
estan involucrados los retinoides. El metabolismo de los retinoides es un evento
sumamente importante en multiples mecanismos fisioldgicos relacionados con vias de
sefalizacion y transcripcion de genes, proliferacion vy diferenciacion celular,
carcinogénesis y regeneracion tisular entre otros. Las diferentes etapas involucradas
en su metabolismo estan reguladas por enzimas pertenecientes a estas dos diferentes
familias de enzimas.

Ahora bien, diversos investigadores han observado que el consumo de etanol
en animales hepatectomizados, inhibe o retarda la respuesta regenerativa del higado;
se piensa que entre muchas otras causas, la modulacion del metabolismo de las
poliaminas, mecanismo en el cual aparentemente participan enzimas que podrian
estar reguladas por accién de los retinoides. También se ha observado en estos
animales, que la actividad enzimatica de ADH disminuye en cuanto al metabolismo del
etanol se refiere, si se compara con la actividad observada en animales
hepatectomizados sin ingesta de etanol.

Cabe mencionar que los retinoides y las enzimas ADH y ALDH, estan plenamente
relacionados con mecanismos inductores y represores de carcinomas y hematomas.

También se ha reconocido clinicamente, que los retinoides pueden actuar como
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agentes anticancerigenos en enfermedades hematolégicas malignas como la leucemia
promielocitica o en problemas mas sencillos como el acné.

Ahora bien, aun cuando diversos trabajos cinéticos han mostrado que la actividad
de ADH hepatica cambia después de realizada una hepatectomia, hasta el momento
no se sabe a ciencia cierta cuales son los mecanismos que inducen dicho cambio.

Por este motivo, nosotros proponemos que los cambios observados en la
actividad de esta enzima, estan relacionados con su posible participaciéon en el

metabolismo de compuestos necesarios en la regeneracion hepatica.
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HIPOTESIS

Durante la regeneracion hepatica, se llevan a cabo una gran
cantidad de eventos fisiolégicos que permiten al higado recuperar el
tejido perdido; dentro de estos eventos, la sintesis de compuestos
involucrados en mecanismos de proliferacion y diferenciacién celular es
muy importante. Debido a su versatilidad funcional, proponemos que los
retinoides (especificamente el acido retindico), estan participando de
manera importante en el fendmeno de regeneraciéon; y que las enzimas
ADH y ALDH estan involucradas en el metabolismo de los precursores,

(retinol y retinal) utilizados para la sintesis del acido retindico.

OBJETIVO GENERAL

Definir si las enzimas ADH y ALDH estan involucradas en el metabolismo de
los retinoides durante el proceso de regeneracion hepatica. Examinar los niveles de
expresion de las enzimas ADH y ALDH, asi como la variacién en el contenido de

retinoides durante la regeneracion del higado.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el comportamiento cinético de las enzimas ADH y ALDH en los

diferentes estadios de proliferacién hepatica frente a diversos sustratos.

2. Determinar la distribucion subcelular de las enzimas ADH y ALDH de acuerdo a

la actividad enzimatica observada en las diferentes fracciones subcelulares.

3. Relacionar la actividad de estas enzimas con la presencia y distribucion

subcelular de sustratos enddégenos como los retinoides (retinol y retinal).
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4. Cuantificar los niveles hepaticos de retinoides no esterificados en los animales

sujetos a una hepatectomia parcial.

5. Determinar la cantidad de CRBP-I (proteina de unién a retinol) presente en el
tejido hepatico de los animales experimentales a diferentes tiempos post-
hepatectomia.

6. Determinar la cantidad de la enzima ADH presente en el tejido hepatico de los

animales experimentales a diferentes tiempos post-hepatectomia.

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

1. Material biolégico: Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar cuyo peso
oscilé entre 250-270g, se alimentaron ad-libitum con alimento semi - sintético
para roedores (PURINA) y agua. Se mantuvieron bajo periodos de luz /

oscuridad de 12hrs.

2. Manejo de los animales:
Grupos experimentales:
a. Animales con hepatectomia al 30% y 70%.

b. Animales control (Sham).

3. Procedimientos quirurgicos:

a. Los procedimientos quirdrgicos se realizaron entre las 9:00 — 10:00
AM, previa anestesia con éter. La hepatectomia consistido en remover a un
grupo de animales 1/3 de higado (uno de tres lobulos hepaticos: 30%
aprox.) y a otro grupo 2/3 de higado (dos de tres I6bulos de tejido hepatico:
70% aprox.) de acuerdo a lo descrito por Higgins y Anderson (99).

b. Los animales fueron decapitados (previa anestesia con pentobarbital) a
las 12, 24, 48, 72 y 96hrs post — cirugia.

4. Procesamiento del tejido hepatico:

a. Obtencion del tejido hepatico post — mortem. Peso fresco del tejido.
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b. Homogenizacion del tejido en un volumen 1:10 en un medio que
contenia 0.25mM de sacarosa, buffer Tris 10mM, EDTA 1mM (pH
7.4). La concentracion de proteina se determiné por el método de
Lowry (128).

5. Obtencion de fracciones subcelulares:

a. Para la obtencion de las fracciones subcelulares (mitocondrias, citosol,
microsomas y membrana plasmatica) se utilizé el tejido previamente
homogenizado, y las fracciones se separaron de acuerdo al método
descrito por Aguilar Delfin et al. (110).

b. Después de llevarse a cabo la homogenizacion del tejido obtenido, el
producto obtenido, se centrifugd a 1800g/15min. Del sobrenadante se
obtuvieron las siguientes fracciones: citosol, microsomas y
mitocondrias.

c. El sobrenadante obtenido de la centrifugacion anterior, se centrifugd
nuevamente a 7,500g/15min. De las dos fracciones obtenidas, el
sobrenadante se centrifugd a 100,000g/60min y de aqui se obtuvo el
citosol y los microsomas. Del precipitado se obtienen las mitocondrias

haciendo 2 centrifugaciones a 75009/15min.

6. Determinacion de la actividad enzimatica de ADH y ADLH. Se trabajé con
cada una de las fracciones subcelulares obtenidas, poniendo especial
atencion en la fraccidn citosélica que es donde principalmente se detecta
la presencia de ADH; en el caso de ALDH se trabajé tanto en citosol
como en mitocondrias.

a. La determinacién de la actividad enzimatica se llevd a cabo
espectrofotométricamente a 25°C, tomandose para tal efecto el
incremento o decremento en la absorbancia a 340nm (relacionado con
la oxidacion o reduccion del NAD®), a partir del metabolismo de
sustratos especificos como son el etanol, butanol, octanol, acetaldehido
y malondialdehido.

b. Ademas se utilizaron otros sustratos presentes de manera enddgena
como son los retinoides ( retinal y retinol), en este caso la lectura se
tomd a 400nm que es el rango en el cual absorben estos sustratos (una
disminucion en la lectura se relaciona con la reduccién del retinal y un

incremento con la oxidacion del retinol).
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Los ensayos para medir la actividad de ADH utilizando alcoholes y
aldehidos diferentes a los retinoides como sustratos, se llevaron a cabo
utilizando NAD* y NADH como coenzimas a una concentracion de
0.32mM y 0.26 mM, respectivamente. Los amortiguadores que se
utilizaron: buffer de fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.5 para aldehidos y
buffer de glicina 0.1M pH 9.7 para alcoholes.

Las lecturas se tomaran a intervalos de dos minutos por espacio de 10
minutos, para cada ensayo se utilizaron diferentes concentraciones de
los substratos.

Para el caso de los retinoides, los amortiguadores contenian detergente
tween -80 al 20% y el sustrato se disolvié previamente en acetona.
Todos los reactivos se prepararon en el momento.

La determinacion de la actividad de la ALDH se realizé de acuerdo al
método descrito por Ambroziak y Pietruszko (40).

La determinacion de la actividad enzimatica se llevd a cabo
espectrofotométricamente a 25°C, tomandose para tal efecto el
incremento o decremento en la absorbencia a 340nm de la produccion
de NADH.

Se utilizé un buffer de pirofosfato de sodio 100mM pH 9.0, 0.5mM de
NAD, 1mM de EDTA, y 1mM de acetaldehido como sustrato.

7. Extraccion y cuantificacion de retinoides.

a.

Se utilizaron 200l de homogenado total; se mezclaron con 2ml una
mezcla metanol/acetona (v/v) que se centrifugaron a 10,000xg por 10
min. a 4°C.

La fase organica obtenida se evapord por completo y se resuspendio
con 200ul de una mezcla de dimetilsulfoxido/metanol (v/v).

De las muestras obtenidas, se tomaron una alicuotas que se inyectaron
en el HPLC, equipado con una columna C-18 de fase reversa (4.5 x
25mm), a un flujo de 1ml x min., en una fase mdévil que consistié de
0.5mM de acetato de amonio, metanol y acetonitrilo (25:65:10 v/v) como
solvente A; y como solvente B, se utilizé unicamente acetonitrilo.

El tiempo y magnitud de los gradientes se llevé a cabo de acuerdo al
método descrito por Molotkov et al. (37).

La deteccion de retinol se realiz6 a 328nm, mientras que el acido
retindico se detecté a 350nm, utilizando todo-trans- retinol y todo- trans-

acido retindico como estandares.
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f. La cuantificacion de retinal, se llevé a cabo midiendo la reduccion de
retinol via actividad enzimatica de ADH in vitro.

g. Para tal efecto se utilizé ADH de higado de caballo purificada (10ug) y
0.3 mM NADH en un amortiguador de fosfato de potasio (pH 7.5); al
momento de la reaccién de le agregaron 200ug de proteina citosdlica.
A cada muestra, se le agregd un estandar interno de todo- trans-
retinal (50ug), la transformacion de retinal a retinol fue monitoreada
espectrofotometricamente por el decremento en absorbencia a 400nm.

h. Después de 20min., la reaccién fue detenida. La diferencia entre la
absorbencia obtenida por el estandar y la muestra se tom6é como el
contenido neto de retinal formado de manera enddgena en las muestras
de citosol de los grupos experimentales. La identificacion y
cuantificacion del retinol obtenido por este método, se confirmé

subsecuentemente por HPLC.

8. Electroforesis e inmunotransferencia: Western — Blot.

a. Muestras citosdlicas (50ug) fueron procesadas para su subsecuente
utilizacion en los ensayos de Western-blot. Las muestras se cargaron
en un gel al 10% SDS-PAGE; después de llevarse a cabo la
electroforesis, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosas por
espacio de dos horas a 330mA/cm?. Los epitopes inespecificos se
bloquearon utilizando una mezcla de leche en polvo sin grasa en una
concentraciéon de 5% disuelta en amortiguador de fosfatos; la
incubacién se dejo durante toda la noche a 4°C.

b. Las membranas se incubaron con un anticuerpo monoclonal de cabra
Anti-CRBP-1 (proteina de unién a retinol) y uno policlonal para ADH
(Santa Cruz) en una dilucién 1:300 en PBS, durante toda la noche.
Posteriormente, se incubaron con un anticuerpo secundario anti-cabra-
HRP. Como control de carga se utilizd un anticuerpo contra 3-actina
(Calbiochem, La jolla, San Diego Ca.).

c. Las proteinas inmunoreactivas, se detectaron utilizando el método de
ECL y pelicula fotografica Kodak; el analisis se realizé por cuantificacion

densitométrica.
9. Determinacion de marcadores de regeneracion hepatica.

a. La regeneracién hepatica se determind utilizando dos parametros: 1)

actividad de timidin cinasa (TK) evaluada en la fraccion citosolica de acuerdo a
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la técnica descrita por Sauer y Wilmanns (135); y 2) indice mitético evaluado
utilizando microscopia de luz, reportada segun el niumero de células en mitosis

en 10 campos 6pticos con un objetivo de 40X.

10. Calculos y estadistica.

a. Los parametros cinéticos, se calcularon utilizando el método de non-
linear Enzfitter program (1989).

b. La significancia estadistica de las diferencias se realizé por ANOVA 'y
Newman Keuls test.

c. El analisis de la cantidad de retinoides obtenidos por método de HPLC
se llevo a cabo utilizando el programa Scion Image (Scion corporation
USA).

RESULTADOS

Efecto de la hepatectomia parcial sobre la actividad enzimatica de ADH en
higado.

Trabajos previos de éste laboratorio, determinaron que la HP del 70% induce
una inhibicion transitoria sobre la actividad de la ADH y el metabolismo del etanol
(104). Los resultados obtenidos en este trabajo, nos permiten llevar a cabo una
comparacion de la actividad de ADH in vitro utilizando como sustratos etanol y
acetaldehido, en muestras citosélicas obtenidas de higados en dos estados de
proliferacion inducida por HP 30% y 70% (Fig.1). Los animales sometidos a una HP
del 70%, mostraron una baja en la actividad enzimatica de ADH citosodlica sobre etanol
(10mmol/L) durante las primeras 48 h posteriores a la cirugia, al comparar con los
resultados de los animales control. Esta actividad se normalizé aproximadamente 3
dias después de la cirugia (Fig. 1). Por otro lado, en los animales sujetos a una HP
30% no se observaron cambios significativos en la actividad de ADH durante las
primeras 72 h posteriores a la cirugia; sin embargo, después de este periodo, si se
encontré un aumento significativo en la actividad de ADH sobre etanol (Fig.1).

La reduccion de los aldehidos en HP 70% (1mmol/L acetaldehido), presentd
una disminucion significativa a las 24 h post-cirugia, disminucién que fue seguida por
un claro incremento de actividad de ADH hacia este sustrato a las 72 h posteriores a
la HP (Fig. 1). Aun cuando los valores obtenidos en la reduccion del acetaldehido en
los animales con HP de un 30% fueron mayores que los observados en animales con

una HP del 70%, el patrén de actividad que mostré la ADH fue similar en ambos

72



casos. Por otro lado, la actividad enzimatica de ADH en la fraccion citosdlica de los
animales sujetos a 70% de HP (24 h post-cirugia), cambia en este periodo de tiempo
al utilizar cantidades menores de etanol y acetaldehido (acetaldehido en la reaccion
inversa o de reduccién) en los ensayos de actividad in vitro (Fig.2). Al llevar a cabo el
analisis cinético de la actividad utilizando el método de Michaelis-Menten, se observo
una aparente inhibicion de la actividad enzimatica que parece ser no competitiva si
comparamos los resultados con lo observado en los animales control. Estos
resultados podrian explicarse de dos formas: 1) desde un punto de vista catalitico, el
sitio activo de la enzima podria estar ocupado por la presencia de un inhibidor y/o este
inhibidor podria estar incrementado; y 2) la disminucion en la cantidad de enzima; sin
embargo, cualquiera que fuera la causa su efecto es temporal pues en tiempos
posteriores esto desaparece. En las muestras analizadas provenientes de una HP del
30%, no se detectaron cambios significativos en los parametros cinéticos de ADH en la
reduccién del acetaldehido; sin embargo, si se observd una inhibicion competitiva en
esta variante del modelo cuando se utilizé etanol como sustrato pues la Km para el
etanol se incremento en el tejido remanente de estos animales (Fig. 2, tabla 1). Esto
sugiere que la actividad de la enzima se modifica dependiendo de la magnitud de la
pérdida de tejido, permitiendo suponer que la magnitud de la HP induce un patrén

diferencial que afecta de manera importante la actividad de la ADH hepatica.

Caracterizacion de la inhibicion de la actividad de ADH hepatica como resultado

de la cantidad de tejido removido.

Los animales sujetos a 30% de HP, presentaron variaciones en la constante
cinética (Km) de ADH para el metabolismo de etanol; la Km en estos animales
incrementd progresivamente, retomando sus valores normales 4 dias después de la
cirugia; mientras que, la velocidad maxima (Vmax) no presenté cambios significativos
durante las primeras horas; sin embargo, al 4° dia post-cirugia se observé un claro
incremento en este parametro (Tabla1). Contrario a lo observado hasta este momento
en los animales con HP 30%, los animales expuestos a una remocion mayor de tejido
(70%), mostraron un patrén de comportamiento diferente en la actividad de ADH. En
este grupo, mientras que la Km no presenté cambios significativos, la Vmax disminuyo
progresivamente hasta las 48 h post-cirugia retomando sus valores normales después
de este tiempo (Tabla 1).

De acuerdo con reportes previos (21), la actividad de ADH hepética es mas

eficiente reduciendo acetaldehido que oxidando etanol. Con una HP del 30%, los
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cambios observados en la reduccion de acetaldehido semejan lo observado en la
oxidacion del etanol, pero en diferente magnitud. La Km se redujo transitoriamente,
mientras que la Vmax para acetaldehido se incrementd paulatinamente
permaneciendo con valores elevados hasta 4 dias después de la cirugia (Tabla 1). En
los animales con una HP del 70%, la Vmax para la reduccion del acetaldehido via
ADH, decrecio6 significativamente a las 48 h post.-cirugia, mientras que los valores de
Km no se modificaron de manera significativa (Tabla 1). Cabe mencionar que los
parametros cinéticos y los valores de pHs oOptimos observados utilizando NAD®,
mostraron valores semejantes tanto en los controles como en los animales
hepatectomizados (12 - 48 h post- cirugia). Los valores de pH 6ptimo (9.5 - 10.0), y
Km para NAD® (0.32mM), coinciden con los valores reportados previamente (21).
Aunado a esto, la actividad de la enzima al metabolizar los diferentes sustratos
utilizados, se inhibié por la adicion de 4-MP, descartando una posible participacion de
ALDH citosdlica en el metabolismo de dichos sustratos.

Ahora bien, la cuantificacion de la proteina de ADH en la fraccion citosdlica de
los animales experimentales, por medio de un ensayo de Western- Blot (Fig. 3),
permitié observar que muy tempranamente ocurre un decremento de la cantidad de
enzima en las muestras de HP 30%, aunque esta disminucion no fue significativa. Sin
embargo, la cantidad de proteina aumenta de manera progresiva a partir de las 24h,
hasta alcanzar un pico maximo a las 96h post-hepatectomia. Respecto a lo
observado con una HP del 70%, el patrén cuantitativo determinado es claramente
diferente a lo de una HP del 30%; la cantidad de proteina cuantificada en 70% se
incrementa notoriamente desde las primeras horas post-hepatectomia, alcanzando un
pico maximo a las 24h para después disminuir progresivamente. No obstante, sus
valores se mantienen por encima de los cuantificados tanto en el control como en las
muestras de HP 30%. Estos resultados, podrian sugerir que no existe una relacion

entre la cantidad de proteina de ADH cuantificada y la actividad de esta enzima
(Fig.3).

Metabolismo de retinol y retinal en animales control y hepatectomizados, via
ADH y ALDH hepaticas.

La actividad de ADH utilizando retinol (70uM + NAD* 0.32mM) vy retinal (25 uM
+ NADH 0.26mM) como sustratos después de una HP 30%, permiti6 ver que la
oxidaciéon de retinol no tuvo cambios importantes, excepto por una reduccion

significativa a las 48h posteriores a la cirugia; por otro lado, la reduccién de retinal
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mostré una disminucion importante a las 24 y 72 h post-HP (Fig. 4). En contraste, las
muestras obtenidas de una HP del 70% mostraron un incremento progresivo en la
oxidacion de retinol via ADH, siendo mayor hacia las 72 y 96 h posteriores a la
cirugia; este incremento estuvo acompafiado por un constante decremento en la
reduccion de retinal, comparado con lo que se observé en HP 30% (Fig. 4). Tanto la
oxidacion del retinol, como la reduccion del retinal estuvieron mediadas por la actividad
de ADH citosdlica, esto se corroboro al adicionar a los ensayos in vitro con 1mM de 4-
MP. La 4-MP produjo una inhibicion de la actividad de ADH citosdlica hasta de un
60% en los animales control y 65% en los animales con HP 70% cuando el inhibidor se
adiciond en concentraciones desde 0.5 hasta 2mM. Sorpresivamente, en animales
con una HP del 30% la enzima fue mas susceptible de ser inhibida pues se determin6
hasta un 85% de inhibicion oxidando retinol y de 50 - 65% reduciendo retinal al utilizar
las mismas concentraciones de 4-MP que en el modelo de HP 70%.

Por otra parte, se sabe que el retinal es uno de los compuestos utilizados como
sustratos por diferentes formas de ALDH (19). En este trabajo, nos enfocamos
principalmente en el analisis de la participacion de las isoformas hepaticas citosodlica y
mitocondrial en la sintesis de AR (Fig.5). La actividad de ALDH citosdlica de las
muestras control, presentd una actividad baja al utilizar acetaldehido como sustrato
(70uM), mientras que la actividad se incrementd hasta tres veces utilizando retinal
(70uM) como sustrato (Fig. 5A). En lo que se refiere a la actividad enzimatica de
ALDH observada en la fraccion citosolica obtenida de los animales sujetos a una HP-
30% (simbolos vacios), se observé un incremento en la oxidacion del acetaldehido, el
cual inicia a las 12 h posteriores a la hepatectomia y se mantiene por arriba de los
controles hasta las 72 h post-HP. El efecto de HP- 30% sobre la oxidacién del retinal
es contrario, ya que la enzima oxida menos retinal a las 12 y 24 h post-HP, comparada
con el control y a las 48 h se observd un ligero incremento, el cual aunque no fue
significativo, sobrepaso al control. A partir de ese momento, la actividad nuevamente
se redujo hasta que a las 96 h el cambio resulté significativo (Fig. 5A). En el caso de
HP-70% (simbolos llenos), la oxidacion de acetaldehido en la fraccién citosdlica se
mantuvo practicamente sin cambio; mientras que la oxidacion de retinal mostro
incrementos significativos a tiempos tempranos post-HP (12 y 24 h) (Fig.5A). A las 48
h, la actividad enzimatica cae pero no de manera significativa para luego recuperarse
y sobrepasar los valores observados en el control, aunque no llega a alcanzar el valor
observado a las 24 h (Fig. 5A).

La actividad de la ALDH en la fraccion mitocondrial de las muestras control,
mostré una actividad mayor oxidando tanto acetaldehido como retinal que lo que se

observé en la fraccion citosodlica (Fig.5B). En los animales con una HP del 30%, la
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oxidacion mitocondrial de acetaldehido presentdé un incremento considerable durante
la mayoria de los tiempos analizados post- cirugia; este efecto no se reflejé en la
oxidacioén de retinal en esta misma fraccion, donde solamente a las 24 h post- HP 30%
se notd una actividad significativamente superior al control (Fig.5B). En los animales
expuestos a una HP-70%, tanto el metabolismo de acetaldehido como el de retinal,

mostraron una imagen casi de espejo respecto a los resultados anteriores (Fig.5B).

Niveles de retinoides y su relacion con la sintesis de ADN en tejido hepatico

remanente después de una hepatectomia parcial (30% y 70%).

La cantidad de retinol libre y AR se determiné por el método de HPLC, mientras
que el retinal fue transformado enzimaticamente a retinol para después cuantificarse
por HPLC. Los resultados obtenidos en los controles, muestran que los niveles
citosolicos de retinal siempre superan a los niveles de retinol y no se detecté presencia
de AR (Fig.6). En HP-30%, los valores citosolicos de retinal decrecen muy
tempranamente (12 h), llegandose a observar un pico minimo a las 72 h; descenso
que se ve superado a las 96 h. posteriores a HP, sin llegar a recuperar en este tiempo
el valor observado en el control. Respecto al retinol, a las 12 h los valores cayeron
significativamente; sin embargo, a las 24 h se observa un incremento significativo
comparado con el control, para después disminuir y alcanzar valores parecidos a los
del control (Fig.6). En los animales con HP- 70% los niveles de retinol decrecieron
drasticamente a las 12 h, y aunque posterior a este tiempo hubo un ligero incremento,
los niveles se mantuvieron muy por debajo de los valores que se detectaron en el
control.  Este evento, se vio acompafado por un incremento significativo de los
niveles de retinal al mismo tiempo que la baja en retinol (12 h post-HP). El valor del
retinal cae a las 24 h, pero vuelve a incrementarse nuevamente para alcanzar un valor
mayor que el control a las 96 h post- HP, pero menor que el pico cuantificado a las 12
h (Fig. 6A). De manera semejante a los controles, en estos grupos experimentales no
se detectd la presencia de AR. De estos resultados se puede inferir, que los cambios
observados nuevamente dependen de la magnitud de la pérdida de tejido hepatico, y
que las variaciones en los niveles de retinoides muestran direcciones opuestas cuando
se comparan HP-30% vs HP-70% (Fig. 6A).

De acuerdo a los resultados presentados hasta este momento, se puede
apreciar algun tipo de relacion entre los retinoides libres (no esterificados) que para el
caso denominaremos retinoides totales (la suma de retinol y retinal Unicamente), asi
como la relacién entre retinol/retinal, tratando ademas de correlacionarlos con la

sintesis de ADN, representada aqui por la actividad de la enzima timidin cinasa,
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utilizada como marcador de la proliferacion celular (104). La suma de retinol y retinal,
disminuy6 significativamente durante los dias 2 y 3 post-HP 30%, mientras que la
relacion retinol/retinal se incremento significativamente. En los controles, se observo
una predominancia del retinal sobre el retinol (0.46 + 0.05 para la relacion
retinol/retinal), la cual decreci6 tempranamente y de manera significativa se
incrementd desde las 24 hasta las 72h post-HP (Tabla 2). En el caso de HP-70%, no
se observaron cambios significativos en el contenido total de retinoides, pero la
relacion retinol/retinal se observé de manera constante y claramente disminuida
durante todos los tiempos después de HP (Tabla 2).

Haciendo nuevamente referencia en la sintesis de ADN, a partir de la actividad
de timidin cinasa, en este caso se observé un maximo de actividad a las 48h post- HP
-30%, mientras que el pico maximo en la sintesis de ADN se observo a las 24h post-
HP 70% (Tabla 2). Como se esperaba, el estimulo para la sintesis de ADN fue mucho
mas grande en los higados de los animales sujetos a una HP -70% (26 veces superior
a los controles; a las 24h post-HP) que lo que se observé en los animales con HP 30%
(8.6 veces mas que los controles; a las 48h post-HP), no obstante la sintesis de DNA
alcanzo su nivel normal a las 96h independientemente de la cantidad de tejido perdido
(Tabla 2). En HP-30% parece que existe una aparente asociacion entre el bajo
contenido de retinoides libres, el incremento en la relacidn retinol/retinal y la maxima
sintesis de ADN a las 48 h post-HP (Tabla 2). Sin embargo, esta correlacién no esta
registrada en los animales de 70%-HP donde la relacion retinol/retinal (a las 12 h post-
HP, tiempo cuando se observa el pico de sintesis de ADN) esta muy por debajo de lo
observado en el control y la cantidad de retinoides libres no disminuye

significativamente (Tabla 2).

Niveles de proteina de union a retinol (CRBP-1) en el tejido hepatico remanente

después de una hepatectomia parcial (30% y 70%).

Como consecuencia de la naturaleza hidrofébica y labilidad de los retinoides,
es necesaria la presencia de moléculas que sirvan como chaperonas o protectoras de
estos compuestos, evitando que sean degradados antes de ser utilizados. Asi se
forman productos secundarios reactivos que pudieran provocar dafio de manera
independiente a las membranas celulares, ademas de que permitan regular los niveles
de retinoides presentes en el organismo. En este trabajo, nos enfocamos en la
cuantificaciéon de la proteina celular de union a retinol (CRBP-1) en la fraccion

citosolica de nuestros grupos experimentales (Fig.6B y Tabla 3). En los animales
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sujetos a una HP 30%, se presentd un incremento significativo en la concentracion de
CRBP-1, cuantificAndose la mayor concentracion a las 24 h post-HP. Posteriormente,
los niveles de proteina regresaron a su estado normal aproximadamente a los 3 dias
post-cirugia; sin embargo, después de este periodo (96 h post-HP) se observé una
disminucion significativa en los niveles de esta proteina (Fig.6B y Tabla 3). Ahora
bien, los niveles de retinol en estas muestras de tejido no muestran cambios
importantes excepto a las 12 h. En contraste, en una HP del 70% los niveles de retinol
disminuyen significativamente desde las primeras horas después de la cirugia; sin
embargo, la cantidad de proteina se ve afectada hasta las 48 h posteriores (Fig. 6By
Tabla 3) cuando presenta una considerable disminucién cuyos valores
estadisticamente significativos.

Si retomamos todos los resultados analizados hasta este momento, y los
comparamos con los encontrados sobre la expresion de la proteina CRBP-1
nuevamente observamos que se presenta un patrén inverso u opuesto en cada grupo
experimental, y esto al parecer depende claramente de la cantidad de tejido removido
(Fig. 6B y Tabla 3).

Ahora bien en la figura 7 se muestra la inhibicién de ADH durante la oxidacion
de retinol, inducida por concentraciones variables de etanol (de 0.01 hasta 25mM).
Los controles mostraron una inhibicion competitiva de la oxidacion de retinol por la
presencia de etanol con una Ki (constante de inhibicion) de 90 uM; resultado que fue
semejante a lo encontrado en HP-70% (Ki 130 uM). Contrario a este resultado, los
muestras de HP-30% presentaron una Ki para etanol muchisimo mas elevada que los

grupos anteriores (1.06 mM).
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DISCUSION

Siendo el principal érgano encargado del almacenamiento y metabolismo de
una gran cantidad de compuestos, el higado es ademas el sitio donde se llevan a cabo
los principales mecanismos de desintoxicacion. Aunado a esto, el higado posee la
cualidad de regenerarse, caracteristica que lo ha hecho objeto de estudio desde hace
décadas. La regeneracion tisular en general y especificamente la regeneracion
hepatica, es un proceso complejo que involucra cambios en importantes vias
metabolicas con la finalidad de inducir la replicacion del ADN, la division celular y
finalmente la recuperacion del tejido perdido (92,93). Asi pues, siendo el higado una
de las principales rutas de desintoxicacion del organismo, cabe mencionar que la
regeneracion hepatica es inhibida de manera muy importante por la ingesta de etanol.
Como se sabe la ADH hepatica participa en la eliminacién u oxidacién del etanol, pero
no es esta la unica funciéon que posee. La ADH presenta un amplio espectro de
afinidad por diversos sustratos, dentro de los cuales se pueden mencionar esteroides,
acidos grasos, retinoides, entre muchos otros (112).

Los elementos que dieron fundamento a este trabajo, se tomaron de resultados
obtenidos previamente en este laboratorio. A partir de ellos, se pens6 que la ADH
podria estar participando de manera importante en el control de la proliferacion celular
durante la regeneracién hepatica inducida a través una HP en los animales
experimentales. Cabe aclarar, que la eliminacion de 70% del tejido hepatico induce
una inhibicion de la actividad de ADH utilizando etanol como sustrato, esto se observo
al administrarles etanol in vivo a animales sujetos a una HP del 70% (104). También
se detectd que la cantidad de proteina de ADH presente estaba incrementada en estos
animales, y al administrarles in vivo 4-MP (inhibidor de ADH hepatica) la regeneracion
hepatica se inhibid. Todos estos datos, condujeron a suponer que probablemente las
enzimas ADH y ALDH podrian estar participando de manera activa en el metabolismo
de sustratos enddgenos necesarios en el proceso de regeneracion; como podrian ser
los retinoides (113). Desde esta perspectiva, el trabajo estuvo dirigido
especificamente hacia el estudio del metabolismo de los retinoides durante la
regeneracion hepatica posterior a una hepatectomia parcial; y la posible participacion
de las enzimas ADH y ALDH en la sintesis de AR, compuesto involucrado en el
desarrollo embrionario y diferenciacion celular entre muchos otros  eventos
fisioldgicos.

Ahora bien, a partir de los datos que exponemos en este trabajo podemos

observar de manera clara que después de una HP -70%, la actividad de ADH
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metabolizando etanol y acetaldehido decrece significativamente, mientras que en ratas
sujetas a una HP -30% los cambios de actividad son diferentes y en menor intensidad
a los de HP 70% y se presentan en tiempos diferentes (Fig.1).

Las diferencias metabdlicas encontradas en nuestros sujetos experimentales,
permiten decir que en los animales sujetos a una HP-70% (24h. post-hepatectomia) se
observa una inhibicion enzimatica no competitiva en el metabolismo de etanol y
acetaldehido si comparamos los resultados con lo observado en los animales control.
Como mencionamos en la seccion de resultados, esto podrian explicarse de dos
formas: 1) desde un punto de vista catalitico, el sitio activo de la enzima podria estar
ocupado por la presencia de un inhibidor y/o este inhibidor podria estar incrementado;
y 2) la disminucion en la cantidad de enzima y por lo tanto cabria esperar una
disminucién en los niveles de actividad; sin embargo, cualquiera que fuera la causa su
efecto es temporal pues en tiempos posteriores esto desaparece. Por otro lado, en los
animales sujetos a una HP 30%, se presentd una inhibicién competitiva (Fig.2 y Tabla
1) esto permitid sugerir que el efecto causado por la HP sobre la actividad de la
enzima estara en proporciéon a la cantidad de tejido perdido. También se observé que
la cantidad de enzima presente en los animales con 70% de HP se incrementa; sin
embargo, la actividad que muestra la enzima al metabolizar sustratos como el etanol
no esta en correspondencia con la cantidad de enzima presente (Fig.3). Esta
discrepancia, podria deberse a una posible participacion de la enzima en el
metabolismo de sustratos enddgenos necesarios durante la regeneracion del tejido
perdido. En trabajos ya publicados, se ha mencionado que la expresion de ADH-I
mRNA aumenta en el higado en regeneracién inmediatamente después de la cirugia
(114), y la expresién en diversos organos del gen Adh-1 (que codifica para ADH-I)
parece estar involucrado en la expresidon de otros genes en diversos eventos
fisioldégicos (118,119).

Ademas de participar en el metabolismo del etanol, la ADH se ha asociado de
manera indirecta con la proliferacién de cierto tipo de tejidos tumorales aun cuando se
desconoce la relacion que existe entre la ADH vy los niveles de proliferacién celular
(120). De la misma forma, se piensa que miembros de la familia de las ALDHs
podrian estar involucrados en eventos desencadenados durante el desarrollo de
tumores cancerosos pues estas enzimas muestran cambios en su actividad y
expresion en hepatomas inducidos en ratas (100). Queda claro que ambas enzimas
podrian tener una participacion importante en la proliferacién celular, por lo menos
bajo condiciones experimentales. Todo esto nos mueve a considerar que la idea
postulada en este trabajo estd bien fundamentada y que aun cuando existe

controversia respecto a la participacion de las enzimas ADH y ALDH en el
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metabolismo de compuestos como los retinoides (retinol y retinal); tratamos de
establecer que el metabolismo de los retinoides durante la regeneracién hepatica es

de suma importancia y esta mediada por ambas enzimas.

¢Por qué considerar a los retinoides?:

Los retinoides fueron de especial interés debido a su participacion en eventos tan
importantes como son mitosis, diferenciacion celular, desarrollo embrionario y la
sintesis de AR involucrado de manera directa en la transcripcién de una gran cantidad
de genes (11). La sintesis de AR requiere de un proceso constituido por dos etapas;
la primera es la oxidacion del retinol para dar lugar al retinal (aldehido); la segunda, la
conversion del retinal en AR siendo la primera reaccién el paso limitante en este
proceso (119). En este sentido, es pertinente mencionar que Collins y colaboradores
(131), determinaron que la administracion oral de 4-MP a ratones provocaba una caida
en la sintesis de AR de hasta 9 veces. En este punto, diremos que nosotros
encontramos que la fraccion citosodlica de las muestras de higado normales, presenta
una discreta capacidad de oxidar retinol en presencia de NAD y una mayor capacidad
de reducir retinal en presencia de NADH como coenzima (Fig.4). En condiciones de
laboratorio, ambas reacciones fueron inhibidas con 1 mM de 4-metilpirazola,
sugiriendo la participacion de ADH-| en este evento.

Aun cuando la oxidacion de retinol se ha atribuido a la actividad de una retinol
deshidrogenasa citosdlica, que ademas es idéntica a la ADH-IV, esta enzima se
localiza predominantemente en estomago estando ausente del tejido hepatico (11).
Hasta aqui podemos sugerir que la enzima ADH-I podria estar involucrada en el
metabolismo de retinol en el higado después de una HP.

Ahora bien, como se ha estado mencionando la conversién de retinal en AR
esta delegada a la accion de las enzimas ALDH y principalmente a la ALDH-1 y se
sabe que durante el desarrollo embrioldgico, algunos miembros de la familia de ALDH
estan involucrados en la sintesis de AR (120). En este laboratorio, y bajo nuestras
condiciones de trabajo encontramos que en las fracciones citosdlica y mitocondrial, los
valores registrados para la oxidaciéon del retinal fueron mayores que lo que se obtuvo
para el acetaldehido y de hecho la fraccién mitocondrial mostré mayor eficiencia en
este evento (Fig.5). Ademas, debemos considerar que la cantidad de tejido removido
afecta de manera distinta la actividad citosélica y mitocondrial en la oxidacién de
retinal y acetaldehido siendo la remocion de un 70% de tejido la que mas favorezca la
oxidacion de retinal (Fig.5). Parece ser que en la HP-70%, el metabolismo de

retinoides esta eficientemente regulado por ambas enzimas dando como resultado la
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conversion de estos compuestos en AR; la reduccion en el contenido de retinol libre y
la disminucion en la relacion retinol/retinal parecen ser requisitos necesarios en la

progresion de la proliferacion celular (Fig. 6A, Tabla 2).

Por otro lado, el incremento en la capacidad enzimatica de la fraccion
mitocondrial para oxidar retinal y transformarlo en AR en el higado en regeneracion,
permite cuestionar si in vivo el AR se sintetiza en la mitocondria, y si esto es asi, ¢ cual
es el significado que esto tiene durante la regeneracion hepatica? Independientemente
de cual sea la manera en que el retinol llegue hasta las células blanco donde es
requerido (a través de interacciones hidrofobicas con la membrana plasmatica o por
endocitosis), se sabe que existe un grupo de proteinas a las cuales el retinol se une, y
que sirven como moléculas transportadoras; estas proteinas se denominan CRBPs
(124). La CRBP-1 tiene como funcién concentrar o transportar el retinol hasta los
sitios donde el AR puede ser necesitado en altas concentraciones, actian como un
mecanismo sensor de los niveles de retinol (124), ademas de conferir especificidad de
sintesis de AR restringiendo el acceso al retinol por enzimas capaces de unirse a él
pero cuyo producto final no esté ligado al AR (125). La holo-CRBP transfiere el retinol
a enzimas capaces de oxidarlo, como son las formas citosdlicas y microsomales de
retinol deshidrogenasas, dependiendo del estado de oOxido/reduccién celular (126).
Por otro lado, CRBP-1 también puede proteger a las células contra las propiedades
anfipaticas de los retinoides, evitando el posible caos que se generaria con la
presencia de retinoides libres sin chaperonas (111).

Con relacién a esta fase del trabajo, los resultados que obtuvimos coinciden
con lo antes mencionado; la proteina CRBP-1 muestra cambios en su expresion como
respuesta al contenido de retinol y retinal presente el higado remanente (Fig.6B y
Tabla 3). Este fendmeno se ve de manera mas clara en HP-70%, pues la disminucion
en la concentracién de retinol en la fraccion citosélica coincide con una disminucién en
la cantidad de CRBP-1 cuantificada; mientras que en HP-30%, estos cambios parecen
atenuados. Estos datos podrian indicar que existe una regulacién bien definida en la
transformacion de retinol en AR durante la regeneracion hepatica en rata. Ahora bien,
el hecho de que no se detectara AR en el higado remanente, podria suponer que
existe un estricto mecanismo regulador que controla la cantidad de AR requerido y se
encarga de eliminar de manera inmediata el exceso de este compuesto, el cual al
estar en exceso podria participar en eventos de toxicidad que afectarian de manera
directa la proliferacion celular (111).

Siguiendo esta linea de investigacion, y como se mencioné en parrafos

anteriores la regeneracion inducida por hepatectomia, es un evento altamente sensible
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a la accion del etanol; la sintesis de AR se reduce como consecuencia probable de la
inhibicion competitiva desencadenada por el etanol durante la oxidacién del retinol
(132) mas que por el hecho de que el etanol pudiera inducir un incremento en la
degradacion de AR (88). Después de una ingesta de etanol la concentracién de este
compuesto en los tejidos excede con mucho la cantidad de retinol reportado
normalmente (133); de tal manera que como se mencioné en parrafos anteriores
puede ser que exista una inhibicion competitiva del etanol hacia el retinol durante la
oxidacion de este ultimo via ADH bloqueando de manera muy importante la sintesis de
AR. Esto explicaria en términos de sintesis de AR el desarrollo del sindrome fetal
alcoholico durante el desarrollo embriolégico en madres intoxicadas con etanol (132,
134). A este respecto, los resultados que se presentan en este trabajo coinciden
claramente con estos postulados. En la HP-70%, la actividad de ADH in vitro
metabolizando etanol y acetaldehido decrece significativamente; mientras que en HP-
30%, dicha actividad disminuye de manera no significativa (Fig.1). Este evento
nuevamente indica una relacion entre la cantidad de tejido perdido y la actividad de la
enzima (Fig.2, Tabla 1). Ademas se sabe que durante las primeras horas de
regeneracion se observa un incremento en la cantidad del ARNm de ADH-I (114).

De acuerdo con esto, en este trabajo encontramos que los niveles de proteina
de ADH en animales hepatectomizados en un 70%, se mantiene en niveles superiores
a los reportados por el control durante el proceso regenerativo, como lo muestra el
analisis del ensayo de Western Blot (Fig.3); y hasta este momento, los resultados
expuestos tanto para la actividad de ADH como su expresidén muestran una clara
discrepancia.

Los datos obtenidos en este trabajo, apoyan de manera enfatica nuestra
hipétesis de trabajo; y aun cuando desconocemos el significado real de lo que
observamos en el higado en regeneracién como la disminucién en la cantidad de
retinol presente, o el incremento en la cantidad de proteina de ADH; e inclusive la
disminucion en la actividad de la enzima entre otros aspectos, creemos pertinente
proponer que durante la regeneracion hepatica compuestos enddégenos como los
retinoides estan involucrados de manera importante, y que las enzimas ADH y ALDH
llenan los requisitos necesarios para postularse como el mecanismo enzimatico capaz

de transformar el retinol en AR, producto indispensable en este evento fisioldgico.
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CONCLUSION

De este trabajo podemos concluir que:

1. Después de una hepatectomia parcial, (HP-70%), las células
hepaticas en estado proliferativo presentan una baja actividad de
ADH metabolizando etanol y acetaldehido, lo cual de acuerdo con los
resultados obtenidos corresponde a una inhibicibn no competitiva,
inhibicion que podria estar relacionada con la presencia en el sitio
activo de la enzima de un inhibidor; y probablemente también se
deba a un incremento importante de sustratos enddégenos como
podrian ser los retinoides necesarios para el higado en regeneracion
y a la participacion de las enzimas ADH y ALDH en el metabolismo
de estos compuestos.

2. Esto nos permitié proponer, que en la regeneracién hepatica como en
muchos otros fendmenos fisiolégicos, la coparticipacion de los
retinoides y de las enzimas ADH y ALDH podria ser de crucial
importancia para llegar de manera perfectamente bien ordenada al
final requerido por el organismo.

3. Aun cuando se conoce que el AR regula la expresién de una gran
variedad de genes durante el desarrollo embrionario, crecimiento y
diferenciacion celular, etc. (127), este es el primer trabajo donde se
trata de exponer la importancia y posible participaciéon de ADH vy
ALDH en el metabolismo de los retinoides y los cambios observados
durante la regeneraciéon hepatica posterior a una hepatectomia

parcial.

Finalmente, cabe mencionar que la dificultad para marcar limites funcionales
dentro de un complejo biolégico cualquiera que sea, disminuye la posibilidad de
entender y explicar de manera independiente la importancia fisioldgica que cada parte
del complejo posee; de tal forma que los componentes o sistemas que conforman
dicho complejo deben ser estudiados en el contexto de su interrelacion, dando a cada
parte la importancia funcional que le corresponde.

El estudio independiente de cualquier sistema, aporta el conocimiento
necesario para aclarar solo una pequefa parte de un rompecabezas, pero es con la
union de cada parte como se puede llegar a descubrir lo que hay mas alla de la
individualidad y entender a ciencia cierta que es lo que el rompecabezas en su

totalidad nos quiere decir.
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PERSPECTIVAS

Como muchos modelos que se utilizan en las diferentes areas de investigacion,
el utilizado en este trabajo nos da mucho para estudiar. El estudio de la relacion
retinoides- ADH y ALDH en la regeneracion apenas comienza, y como lo mencioné en
parrafos anteriores este es el primer trabajo que trata de mostrar la importancia
fisioldégica de estos tres componentes dentro de un sistema. Aun cuando este trabajo
termind, quedaron muchas dudas por aclarar e ideas para llevar a cabo por ejemplo
¢ Qué efecto tendra la administracion de retinoides en sus diferentes formas (retinol,
retinal y AR) en animales hepatectomizados en 30% y 70%? ¢Qué sucederia si a los
animales hepatectomizados se les administra etanol y retinoides? ;Qué sucederia si
se les administra 4-MP vy retinoides en sus diferentes formas? Estas son sélo algunas
preguntas que nos hicimos durante el desarrollo de este trabajo y que por el momento
quedaron sin respuesta. Como podemos ver el futuro de este proyecto es muy amplio

podriamos decir que de vida larga.
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Tabla 1. Constantes cinéticas de ADH citosdlica utilizando etanol y acetaldehido

como sustratos en animales sujetos a 30% 6 70% HP.

Tratamiento Etanol Acetaldehido
Tiempo post- Vinax (min")
hepatectomia
K (mm) Vimax (min”) K (mm)

110.3 £ 12.1
Controles 0.09+0.02 | 47.4+%24 0.012 + 0.004
Ratas con 30% HP

144.1 £ 10.1*
12 horas 0.17 £0.05 | 51.9+3.2 0.034 + 0.009*
24 horas 0.62%0.16* | 40.4 3.9 0.018 £ 0.002 94.5%7.6
48 horas 0.75%0.23* | 49.7 £ 3.3 0.030 * 0.006* 135.1+ 12.1
72 horas 0.65+0.14* | 51.6 + 4.6 0.016 * 0.003 162.1 + 17.8*
96 horas 0.11+£0.02 | 67.0 £ 8.1* 0.080 + 0.040 218.3 + 28.4*
Rats con 70% PH
12 horas 0.22%+0.06 | 53.4+4.4 0.032 £ 0.007 129.5+7.8
24 horas 0.11+0.03 | 36.4 + 2.9* 0.014 £ 0.003 91.7+8.2
48 horas 0.10 £ 0.03 | 38.5 * 3.5* 0.011 £ 0.003 83.9£9.3*
72 horas 0.09%0.03 |43.5%3.5 0.010 £ 0.002 109.5 + 14.2
96 horas 0.07 £0.02 | 47.7 +4.8 0.028 + 0.006 107.5+12.2

Los resultados estan expresados como el promedio * ES en una n=5 individuos

por grupo experimental. Estadistica: *p<0.01 comparada contra el control.




Tabla 2. Contenido y relacion de retinoides, y actividad de Timidin en animales
sujetos a 30% 6 70% HP.

Tratamiento Retinoides Actividad de Timidin cinasa
Veces sobre el
Tiempo post- Retinol + Retinol / nmols emin" ¢ | control
hepatectomia mg’’ of proteina
Retinal Retinal
Controles 16.1 2.0 0.46 £ 0.05 0.18 £ 0.04
Ratas con 30% HP
1.4+£0.2
12 horas 12.4+ 2.3 0.19 £ 0.03* 0.25+0.04
24 horas 13.1%£1.6 1.43 £ 0.17* 0.68*0.11* 3.810.6*
48 horas 9.1%+1.6*| 0.82%£0.13* 1.55 £ 0.27* 8.6 £1.5*
72 horas 9.5+1.5*| 1.16 £ 0.17* 0.47 * 0.10* 2.6 £ 0.6*
96 horas 13.0£ 2.1 0.71+0.13 0.31 £0.05 1.7%0.3
Ratas con 70% HP
1.5%0.3
12 horas 17.21 4.3 0.08 £ 0.02* 0.28 £ 0.04
24 horas 11.8% 2.2 0.28 = 0.05* 4.68 £ 0.84* 26.0 £ 4.7*
48 horas 12.6 £ 2.1 | 0.29 £ 0.05* 1.32+0.21* 7.3+1.2*%
72 horas 15.2+ 3.0 | 0.23 £ 0.04* 0.77 £ 0.09* 4.3 £ 0.5*
96 horas 18.3+ 2.6 0.26 = 0.04* 0.35+0.06 1.9%0.3

Los resultados estan expresados como el promedio * ES de una n=5 individuos
por grupo experimental. La suma del contenido de retinol y retinal corresponde
a nmols ¢ mg” de proteina citosdlica. Estadistica: *p<0.01 comparada con los

controles.
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Tabla 3. Analisis densitométrico del Western-blot para CRBP-l y su relacién con
el contenido de retinol en animales sujetos a 30% 6 70% HP.

Tratamiento CRBP-| en citosol Retinol en higado
Tiempo Veces sobre el control (nmols emg™ de proteina)
Controles 1.00 £ 0.08 5.1+0.8

Con 30% HP

12 horas 2.21 £ 0.20* 2.0+0.6*
24 horas 2.35+0.23* 7.7%0.9
48 horas 1.53%0.12* 4.1%*0.6
72 horas 1.52 £ 0.14* 5.1%£0.8
96 horas 0.49 * 0.05* 54%0.8

Con 70% HP

12 horas 1.14 £ 0.10 1.4 £ 0.6*
24 horas 1.22+0.12 2.6 £ 0.6
48 horas 0.32 £ 0.04* 2.8%0.7F
72 horas 0.73 £ 0.09* 2.8%0.7F
96 horas 0.88%0.11 3.810.8

Los resultados son el promedio * ES de tres analisis independientes de
Western-blot como se muestra en la Fig. 5B, y utilizando B-actin como marcador
de carga. Los resultados estan expresados como veces sobre el control, lo que
corresponde a 15.3 x 10° unidades arbitrarias. El contenido de retinol en higado
se tomé de la Fig. 5A. Estadistica: *p<0.01 comparado con el control.
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FIGURA 2.
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FIGURA 3.
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FIGURA 4.
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FIGURA 5.
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FIGURA 6.
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FIGURA 7
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