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 RESUMEN 
 

El metabolismo de los retinoides es un evento clave en múltiples mecanismos 

fisiológicos relacionados con vías de señalización y transcripción de genes, 

proliferación y diferenciación celular, carcinogénesis y regeneración tisular entre otros.   

Las diferentes etapas involucradas en el metabolismo de los retinoides están 

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 

aldehído 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 desintoxicación de 

alcoholes exógenos y endógenos más importantes localizados en el hígado, pero su 

participación funcional dentro del organismo como se mencionó brevemente, no se 

limita a este proceso; por el contrario, ambas familias de enzimas se han relacionado 

con una gama amplia de procesos fisiológicos en los que también están involucrados 

los retinoides. 

Muchos de los trabajos que se realizan con tejido hepático, son  con la finalidad 

de demostrar la relación que existe entre las enzimas ADH y ALDH en su función 

como sistemas de desintoxicación alcohólica.  Sin embargo, también se trabaja para 

investigar si dicha relación no está limitada única y exclusivamente a esa función.  

Diferentes grupos de  investigación se han enfocado al estudio de la actividad de 

ambas enzimas, y su coparticipación en el metabolismo de los retinoides, en diversos 

eventos  fisiológicos y tejidos celulares.   
Dentro de estos eventos fisiológicos, la regeneración observada en el hígado 

como consecuencia de una hepatectomía parcial es un modelo experimental 

frecuentemente utilizado para estudiar los mecanismos que regulan la proliferación 

celular in vivo.  El modelo clásico de hepatectomía parcial, está basado en la 

eliminación de hasta un 70% del tejido que forma el hígado en los animales 

experimentales (94); sin embargo, otras variantes de este modelo también suelen ser 

utilizadas como la resección del 30% y 90% (95-98).  El tiempo promedio que tarda el 

hígado en regenerar de manera total el tejido perdido en animales hepatectomizados 

(ratas) al 70%  se da entre 5-10 días posteriores a la cirugía (6, 90).  En el humano se 

ha observado que después de sufrir una perdida del tejido hepático como 

consecuencia de algún tipo de trauma, infección, etc., la recuperación se da de 

manera total. 
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Ahora bien, la regeneración observada en el hígado como respuesta a la 

pérdida parcial del tejido por diversas causas, es un evento fisiológico cuyos 

mecanismos no se han logrado descifrar totalmente. Sin embargo, si se sabe que es 

un fenómeno regulado donde se desencadena la liberación de una gran cantidad de 

factores responsables de iniciar y promover la regeneración. Dentro de estos factores 

se incluyen mitógenos, comitógenos, factores de crecimiento, inhibidores de la 

proliferación celular, etc., que inducen la síntesis de ADN, evento crucial en la 

regeneración hepática y en cualquier otro mecanismo de proliferación celular.  En esta 

síntesis de ADN mediada por mecanismos responsables del metabolismo de 

compuestos fundamentales en este proceso de regeneración; podrían estar 

involucrados los retinoides y las enzimas ADH y ALDH, que podrían 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 

disminución en la oxidación de etanol (in Vitro), esto podría corresponder a un tipo de 

inhibición no competitiva. Por su parte, la actividad de ALDH muestra un patrón 

semejante metabolizando acetaldehído y retinal, eventos que  no se observan en los 

animales hepatectomizados 30%.  Los cambios en la cantidad de proteína de ADH y  

de proteína de unión a retinol (CRBP-1) detectados en las muestras de HP 70%,  

además de cambios importantes en el contenido de retinoides libres o totales (no 

esterificados) muestran la posible participación de estas enzimas en el metabolismo de 

retinoides hacia la síntesis de ácido retinóico (AR) durante la regeneración hepática. 

La conclusión a la que llegamos a partir de los resultados obtenidos en este 

trabajo  es que después de una hepatectomía parcial (70%), las células hepáticas en 

estado proliferativo presentan una baja actividad metabolizando etanol y acetaldehído 

(inhibición no competitiva) evento probablemente relacionado con el incremento en la 

utilización de importantes sustratos endógenos por parte de la enzima, que en nuestro 

caso en particular suponemos son los retinoides.  Estos resultados llevaron a suponer 

que durante la regeneración hepática existe una estrecha relación de cooperación 

metabólica 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. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 23



ANTECEDENTES 
 

ANATOMIA DEL HIGADO NORMAL 
  

El hígado es el órgano glandular más 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 hepáticos tienen numerosas conexiones.  

 El hígado está situado en la parte superior del abdomen, debajo del diafragma 

y se mantiene en su posición por: 

 

 Vena cava inferior, a la cual está unido a través de las venas supra- hepáticas. 

 Ligamento redondo del hígado, que remplaza en el adulto la vena umbilical del feto. 

Pliegues peritoneales (peritoneo u omentum gastrohepático: está adherido a la curva 

inferior del duodeno e hígado). 

 

 A pesar de la estructura monolítica del hígado, arbitrariamente se le considera 

compuesto por lóbulos (un lóbulo es una porción redondeada y saliente de un órgano 

cualquiera por ejemplo el pulmón, el hígado o el cerebro).  En el humano consta de 

dos lóbulos principales, el derecho y el izquierdo que están divididos por un ligamento 

llamado ligamento falciforme.   El lóbulo derecho comprende cinco sextos y el lóbulo 

izquierdo un sexto de la masa hepática, existe un tercer lóbulo más pequeño llamado 

cuadrado.  
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El hígado junto con los pulmones y el corazón, son órganos que reciben aporte 

de sangre por dos vías. El hígado 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 hígado donde puede ser almacenado para su 

utilización cuando sea necesario. El otro 15% lo recibe de las arterias hepáticas. 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 hígado se definen como las regiones servidas por una 

subdivisión de la vena porta, de la arteria hepática y del conducto hepático común, que 

viajan juntos a través de toda la masa hepática. Por lo tanto, el lóbulo derecho puede 

dividirse en segmento anterior y posterior y el lóbulo izquierdo, en medio y lateral; este 

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

 

 

 

 
ANATOMIA DEL HIGADO 
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FUNDAMENTACION DE LA ANATOMIA SEGMENTARIA DEL HIGADO 
 

 Desde el inicio de los estudios anatómicos se distinguió un lóbulo hepático 

derecho y uno izquierdo cuyos límites están trazados por el ligamento falciforme y el 

ligamento redondo; estos límites son arbitrarios, pues la arquitectura interna del hígado 

muestra también una partición del órgano en dos mitades, pero el límite corre desde el 

borde derecho de la vesícula hasta el borde izquierdo de la vena cava, en la llamada  

línea vesículo biliar-cava o línea de Seregé Cantlié. Las mitades hepáticas (lóbulos) se 

dividen en cuatro segmentos cada una. Quienes estudiaron intensivamente la división 

intra-hepática y pudieron determinar la segmentación sobre la base de la anatomía 

vascular y biliar fueron Ch. Hjortsjö, H. Elías y Couinaud (4).  De acuerdo a esta 

disposición, se puede decir que existe una mitad hepática derecha y una mitad 

hepática izquierda.  

El lóbulo caudado, (segmento I) por su irrigación vascular pertenecería a 

ambas mitades. La arteria hepática, el conducto hepático y la vena porta (pedículo 

glissoniano), penetran al hígado por el hilio hepático, dividiéndose inmediatamente en 

un ángulo que alcanza los 180º, proveyendo de este modo de un pedículo a cada una 

de las dos mitades hepáticas.  Estos pedículos se extienden por una superficie 

horizontal que divide a las dos mitades hepáticas en un segmento craneal y un 

segmento caudal respectivamente. Las venas supra-hepáticas determinan una división 

vertical.  

Existen tres grandes venas supra-hepáticas: la vena hepática media o sagital, 

que discurre por la línea vesícula biliar-cava, formando el eje medio del órgano y las 

venas hepáticas derecha e izquierda que corren en dirección parasagital por la 

correspondiente mitad del hígado, dividiéndolas a cada una de ellas en un segmento 

paramediano y uno lateral.  Las venas supra-hepáticas, dividen al hígado en cuatro 

sectores verticales que a su vez son divididos cada uno de ellos por la superficie de 

extensión 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 según los distintos autores (4,5).  

 

 

 

 
TABLA COMPARATIVA DE LA ANATOMIA SEGMENTADA DEL HIGADO 

DE ACUERDO A DIFERENTES AUTORES 

ANATOMIA SEGMENTARIA DEL HIGADO 
REIFFERSCHEID COUINAUD HJORSTJÖ HEALEY Y SCHROY 

SEGM. CRANEOLATERAL 
DERECHO VII 

DORSOCRANEAL + 
SEGM. 
INTERMEDIOCRANEAL 

ZONA 
POSTEROSUPERIOR 

SEGM. CAUDOLATERAL 
DERECHO VI 

DORSOCRANEAL + 
SEGM. 
INTERMEDIOCAUDAL 

ZONA 
POSTEROINFERIOR 

SEGM. CRANEO 
PARAMED. DERECHO VIII SEGM. VENTROCRANEAL ZONA 

ANTEROSUPERIOR 
SEGM. CAUDO 
PARAMED. DERECHO V SEGM. VENTROCAUDAL ZONA 

ANTEROINFERIOR 
LOBULO CAUDADO I SEGM. DORSAL LOBULO CAUDADO 
SEGM. CRANEO 
PARAMED. IZQUIERDO IV SEGM. CENTRAL ZONA MEDIA 

SUPERIOR 
SEGM. CRANEO 
PARAMED. 
IZQUIERDO(LOBULO 
CUADRADO) 

IV SEGM. DORSOVENTRAL ZONA MEDIA 
INFERIOR 

SEGM. CRANEOLATERAL 
IZQUIERDO II SEGM. DORSOLATERAL ZONA 

LATEROSUPERIOR 
SEGM. CAUDOLATERAL 
IZQUIERDO III SEGM. VENTROLATERAL ZONA 

LATEROINFERIOR 
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 El parénquima (tejido) hepático, está compuesto por células epiteliales 

(hepatocitos) dispuestas en láminas que se interconectan formando una estructura 

tridimensional.  

El acino del hígado es un conjunto de células que rodean un dúcto y pequeñas 

ramas terminales pequeñas de la vena porta y de la arteria hepática. El acino hepático 

es la base para diferenciar las distintas zonas dentro del hígado. La zona uno, 

representa el área de tejido hepático que rodea en forma inmediata al dúcto biliar y a 

las ramas terminales de la vena porta y la arteria hepática.  La zona tres, comprende el 

parénquima más alejado de estas estructuras, la región que rodea a la vena central. 

La zona dos, está formada por el tejido hepático ubicado en las dos zonas anteriores. 

El área portal o (espacio portal) contiene las pequeñas ramas de la arteria hepática y 

de la vena porta, un pequeño dúcto biliar interlobular y delgados vasos linfáticos. El 

parénquima hepático que rodea al espacio portal es llamado área periportal. 
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CORTE TRANSVERSAL DEL HIGADO 

 

 
Ahora bien, la sangre de las ramas terminales de la vasculatura que sale del 

área portal a través de la placa limitante, irriga una red compleja de espacios 

vasculares llamados sinusoides hepáticos los cuales se encuentran acomodados 

como un sándwich entre las placas adyacentes de las células hepáticas.   

El sinusoide hepático, está 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 hígado humano son hepatocitos. 

Son células poliédricas, de 20 a 30 micrones con núcleos 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 hepático. Estos vasos se denominaron originalmente como la vena 

central, debido a que eran el centro del lóbulo hepático que describió Malpighi. 

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

células estrelladas y células endoteliales) interactúan entre sí y con la matriz 
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extracelular. Esta interacción permite mantener  la estructura hepática normal y el 

funcionamiento armónico de las células. 

Las células de Kupffer son los macrófagos 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) están alrededor del sinusoide y 

constituyen un tercio de las células no parenquimatosas del hígado; almacenan la 

Vitamina A (retinoides). En el hígado normal no son proliferativas. 

Las células endoteliales poseen receptores  que permiten la endocitosis de 

sustancias como el LDL y ácido hialurónico. También producen mediadores 

vasoactivos (endotelina-1) y citocinas. 

Los hepatocitos son células poligonales de 20-30µm de diámetro, se disponen 

laminarmente, en una o dos células de espesor. Según su localización dentro del 

lobulillo, manifiestan diferentes propiedades estructurales, histoquímicas y 

bioquímicas. Además, 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 días. En roedores la 

capacidad regenerativa del hígado  post-daño (ya sea por fármacos hepatotóxicos o 

resección hepática) es alrededor de 75%. Esta capacidad en humanos es mucho 

menor.  
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Una característica importante que presenta el hígado, es que bajo condiciones 

naturales en las cuales el tejido hepático no presenta ningún tipo de anomalía, los 

hepatocitos que son el tipo celular predominante en este órgano (correspondiendo a 

un 70% de la población celular total y aproximadamente un 80% del volumen total del 

hígado) 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). 

 

 

 FISIOLOGÍA DEL HÍGADO 
 
El hígado es en algunos aspectos, el órgano más complejo del cuerpo humano. 

Una de sus principales funciones es descomponer las sustancias tóxicas absorbidas 

por el intestino o producidas en cualquier parte del organismo, las que elimina como 

subproductos inocuos, por la bilis o la sangre. Este órgano,  produce casi la mitad del 

colesterol del organismo; el resto proviene de los alimentos. Un 80% del colesterol 

producido por el hígado se utiliza para la formación de la bilis. El colesterol es una 

parte esencial de todas las membranas celulares y es precursor en la producción de 

ciertas hormonas, como los estrógenos, la testosterona y la adrenalina. Otra de las 

funciones del hígado es la de sintetizar compuestos importantes como las proteínas, 

dentro de las que podemos citar como ejemplo los factores de coagulación.  

El hígado recibe sangre tanto del intestino como del corazón. Pequeños 

capilares de la pared intestinal desembocan en la vena porta, la cual penetra en el 

hígado. Luego, la sangre circula a través de una red de pequeños canales internos, en 

el interior del hígado, donde se procesan los nutrientes digeridos y cualquier sustancia 

nociva. La arteria hepática lleva la sangre desde el corazón al hígado y aporta el 

oxígeno, el colesterol y otras sustancias que esta víscera procesa. Finalmente, la 

sangre procedente del intestino y la que proviene del corazón se mezclan y circulan 

nuevamente de vuelta al corazón a través de la vena hepática.  

La versatilidad de funciones fisiológicas que posee el hígado, ha permitido a los 

investigadores abrir una gama casi infinita de temas de estudio relacionados con este 

órgano. Siendo el principal órgano encargado del almacenamiento y metabolismo de 

una gran cantidad de compuestos, el hígado es además, el órgano donde se llevan a 

cabo los principales mecanismos de desintoxicación. Estos mecanismos o rutas 

metabólicas relacionadas con la desintoxicación de múltiples agentes tóxicos (como el 

etanol) están regulados y fuertemente ligados a la disponibilidad de energía presente 

en las células, y al estado de óxido reducción que se genera en ellas (9).  Para el caso 
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del etanol, estas rutas metabólicas son: la vía de las catalasas, el sistema microsomal 

de oxidación del etanol (MEOS) y la vía de la alcohol y la aldehído deshidrogenasas 

(ADH y ALDH) (10).  

 Aún cuando en general las enzimas ADH y ALDH se han caracterizado por su 

función en la desintoxicación de alcoholes y aldehídos, la complejidad de este sistema 

enzimático sugiere que pueda estar involucrado en otros y más específicos 

mecanismos fisiológicos como son: el metabolismo de ácidos grasos así como la 

oxidación y reducción 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 distribución tisular 

como en la especificidad de sus sustratos (11). 

 

 

 

 

ALCOHOL DESHIDROGENASA  (ADH) 
 

Históricamente, la alcohol deshidrogenada (ADH: alcohol NAD+oxido-

reductasa, EC 1.1.1.1) se ha definido como la principal enzima responsable de la 

oxidación del etanol (alcohol etílico).  El interés que se ha despertado por  estudiar 

esta enzima desde hace aproximadamente tres décadas, está ligado a su participación 

en el metabolismo del etanol en el humano (14).  El etanol se absorbe principalmente 

en el intestino, de ahí pasa a través de la vena porta hacia el hígado antes de que 

circule por el resto del cuerpo.  Es en el hígado principalmente, donde se lleva a cabo 

la oxidación y eliminación del etanol presente en el organismo después de ser 

ingerido; además, del metabolismo de medicamentos y una gran variedad de agentes 

xenobióticos (15).    
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ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LA ENZIMA ADH 

 

 

 El conjunto de enzimas que corresponde a las ADHs, está ampliamente 

distribuido  en diversos grupos de organismos vivos, que incluyen miembros de cada 

uno de los diferentes reinos (16).  Este conjunto de enzimas está organizado en tres 

diferentes familias independientes unas de  otras; la primera familia comprende 

moléculas de cadena corta que no requieren de un ión metálico como cofactor, y que 

característicamente se presenta en insectos.  La segunda familia, está constituida por 

miembros de cadena de longitud intermedia y larga, con un peso aproximado de 

40kDa de peso molecular, son metaloenzimas que requieren de átomos de zinc como 

cofactor y forman una superfamilia de deshidrogenasas/reductasas,  esta familia está 

presente en todos los vertebrados.  Finalmente está la familia de enzimas que utilizan 

Fe+ como cofactor y que están presentes principalmente en organismos unicelulares. 

  La ADH se caracteriza por catalizar la oxidación de alcoholes hacia sus 

respectivos aldehídos y cetonas; utiliza NAD+ como coenzima para llevar a cabo las 

reacciones de oxidación que por lo general son reversibles, de ahí que se denominen 

reacciones de óxido – reducción (17).  En términos generales, el sitio activo de la ADH 

está formado por un centro hidrofóbico  en el cual se acomoda el átomo de Zn+, 

situado entre el dominio catalítico  y el sitio de unión del NAD+.  El Zn+ está unido a los 

residuos de aminoácidos Cys- 46 y 174 a partir de sus átomos de S, a un átomo de N 
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de la His-67; y el último de sus cuatro ligandos está unido a un grupo hidroxilo del 

residuo de Ser-48 (18).  

 

 

 
SITIO ACTIVO DE ADH 

 

 

 

La oxidación de alcoholes consiste en la eliminación de 2 átomos de hidrógeno 

de la molécula de alcohol, uno de los cuales es transferido  a la posición 4 del anillo 

nicotinamídico del NAD+, convirtiéndolo en NADH que es la forma reducida del NAD+, 

y el otro átomo de hidrógeno es liberado como protón al medio.  
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 La capacidad catalítica de la ADH no está  limitada a la oxidación de moléculas 

pequeñas como el etanol, sino que los alcoholes de cadena larga, ramificados o 

cíclicos, además de algunos esteroides, ácidos 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),  además de presentar una enorme 

variedad de isoformas.  Las diferentes formas de ADH presentes en los mamíferos, 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 clínicamente como antagonista selectivo de la ADH 

en el tratamiento de intoxicación grave por etanol y metanol), patrón de expresión 

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

 

Nomenclatura  actual propuesta para las ADH de algunos mamíferos. 

ESPECIE    CLASE     

 I II III IV V VI VII VIII 

Humano ADH1A(α) 
ADH1B(β) 
ADH1C(γ) 

ADH2(π) ADH3(χ) ADH4(σ) ADH5     ---   ---    --- 

Rata ADH1 ADH2 ADH3 ADH4    --- ADH6   

Ratón ADH1 ADH2 ADH3 ADH4A 
ADH4B 

ADH5 
    A 
ADH5A

   

Caballo ADH1E 
ADH1S 

   --- ADH3    ---    ---    ---    ---    --- 

Pollo ADH1    --- ADH3    ---    ---    --- ADH7    --- 

Rana ADH1    --- ADH3    ---    ---    ---    --- ADH8
 

(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, II, III, IV, V),  y los productos obtenidos de la 

transcripción de cada uno de los genes que las codifican, permite presentar un patrón 
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de identidad respecto a sus secuencias nucleotídicas intraclase estimado en un 90% y 

el interclase en un 60% (25).  Dentro de éstas, la transcripción de ADH-I se regula por 

tres diferentes genes localizados en el cromosoma 4 y codifican para 3 tipos de 

subunidades (σ, β y γ). Estas subunidades pueden asociarse para formar 

homodímeros o heterodímeros  de moléculas  diméricas. 

 

 

 

 
ESTRUCUTRA DE  ADH EN HUMANOS (ALFA) 

 

 

 Lo mismo sucede en el caso de las ratas, aunque en estas últimas  se 

encontró la VI en lugar de la V  (23).   Las bases del metabolismo del etanol en estos 

animales, se ha estudiado de manera parcial, aún cuando paradójicamente la rata es 

el animal más frecuentemente utilizado en estudios experimentales en el laboratorio.   

 De las cinco clases encontradas en rata, las más estudiadas son: la clase 

(ADH-I) que es una enzima catódica que se ha conservado a través de las diferentes 

especies de vertebrados incluyendo a  la rata que presenta una analogía con la de 

humano de un 85% (23).  Se expresa principalmente en tejido hepático constituyendo 

aproximadamente el 1% del contenido total de las proteínas citosólicas 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 analogía con el humano es de 65% 

aproximadamente, se observa en el tejido hepàtico, pero constituye aproximadamente 

el 2% del total de ADH citosólica en comparación con el aproximadamente 80% de la 

ADH-1 (26), y está  presente en otros tejidos como útero, riñón e intestino.  La ADH-4, 
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es la tercera forma más estudiada y caracterizada, y se localiza principalmente en el 

estómago (21).  

 

Patrón de expresión de las diferentes clases de ADH en mamíferos 
CLASE PATRÓN DE EXPRESION 

  

ADH1 Principalmente en hígado y también en intestino, riñón, pulmón, glándula 
adrenal, epidídimo, testículos, útero y ovarios.  Ciertas células de la corteza 
cerebral, cerebelo e hipotálamo.  Expresión de algunos tejidos durante el 
desarrollo embrionario.  

ADH2 Hígado, intestino delgado y piel. 

ADH3 Patrón ubicuo, abundante en hígado.  Es la ADH con mayor presencia en el 
cerebro. 

ADH4  Piel, ojo, glándula adrenal y en la mucosa de los tractos gastrointestinal, 
respiratorio y genitourinario.  No se expresa en hígado.  Expresión en varios 
tejidos durante el desarrollo embrionario incluyendo el cerebro. 

ADH5 Tejidos fetales. 

ADH6 Elevada expresión en hígado y en menor cantidad en riñón y pulmón. 

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

 
 
 
 
 

FISIOLGÍA DE LAS ADHs 

 

El consumo de alcohol es una práctica milenaria arraigada en casi todas las 

culturas ancestrales y sociedades humanas actuales.  Debido a que el etanol es una 

molécula pequeña, soluble en agua y que fácilmente se desplaza a través de la 

membrana citoplásmica, después de una ingesta  de alcohol, la mayoría 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 hígado, es el órgano que de manera más severa se ve 

afectado por efecto de la intoxicación alcohólica.  Durante las primeras investigaciones 

realizadas al respecto, se pensaba que los desordenes ocasionados se debían 

exclusivamente a problemas nutricionales provocados por la gran cantidad de energía 

que el etanol aporta (7.1Kcal/g), lo que sustituye en casi la mitad al aporte de energía 

derivado de la ingesta de alimentos; la deficiencia de ácido fólico y tiamina, entre otros 
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elementos, son causantes de la malnutrición observada en los individuos con 

problemas de alcoholismo (30).  Los efectos son proporcionales a la concentración y 

tiempo de ingesta, y son más marcados cuando la concentración etílica está en 

ascenso; y se potencia cuando se consume con otras drogas como sedantes, 

opiáceos, 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 intoxicación etílica aguda puede presentarse en tres 

formas: no complicada (75% de los casos), con agitación motriz (18% de los casos), y 

coma alcohólico (7% de los casos); estás diferencias se obtienen a partir de la 

cantidad de alcohol presente en sangre.  Así 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 más del 150mg/dl el 50% de las personas pueden estar  muy 

intoxicadas.  Entre 200-300mg/dl se desencadena nausea y vómito entre otros 

síntomas; 300mg/dl generalmente produce coma; finalmente el rango letal se da entre 

400-900mg/dl independientemente de que se sea o no un alcohólico crónico.   De la 

misma forma, la intoxicación crónica y excesiva (de acuerdo a los valores antes 

mencionados) se asocia a graves trastornos nutricionales, neurológicos y mentales; de 

hecho se puede decir que no hay órgano que no se vea afectado por el etanol (136).  

 

 
TRANSTORNOS FISIOLÓGICOS SUFRIDOS COMO CONSECUENCIA DE UNA INTOXICACIÓN 

ALCOHÓLICA 
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 Otros de los eventos observados como resultados de la ingesta de alcohol, 

están asociados con la intoxicación directa del tejido hepático  la cual inicia en la zona 

perivenosa del lóbulo hepático, sin embargo la región donde se lleva a cabo 

principalmente la oxidación del etanol en el tejido hepático no está determinada.  Uno 

más de los cambios observados durante el metabolismo del etanol es el incremento en 

el estado de óxido – reducción en el citoplasma celular; (relación NADH/NAD+); este 

cambio desencadena problemas metabólicos como la hiperlactocidemia, que genera 

acidosis e impide que el riñón excrete de manera adecuada el ácido úrico, provocando 

consecuentemente un problema de hiperuricemia.   

El incremento en la síntesis de  ácidos grasos provocada por el exceso de 

NADH y su subsecuente acumulación, aunada a una baja en la actividad del ciclo de 

Krebs  es otro fenómeno observado después de una ingesta excesiva de alcohol (30). 

   

 

 
 

 
CAMBIOS METABOLICOS OBSERVADOS DURANTE EL METABOLISMO DEL ETANOL 
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Cuando en 1910, Batelli y Stern observaron que en extractos de tejidos  de 

diversos animales, se podían llevar a cabo reacciones de oxidación del etanol hacia 

acetaldehído y ácido acético, se consideró que la oxidación del etanol era una 

característica normal del metabolismo en los animales.  La subsecuente purificación 

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 más de una 

veintena de enzimas con una gran variedad de isoformas con las cuales se pueden 

llevar a cabo la oxidación de etanol.  De hecho, el porcentaje de etanol presente de 

manera normal en los tejidos celulares es del orden de 0.1 - 1mM.  De ahí que el 

consumo de etanol por el humano y sus consecuencias fisiológicas haya inducido a 

muchos investigadores a estudiar de manera extensiva e intensiva los mecanismos de 

intoxicación alcohólica y su metabolismo (28).  Existen diversos mecanismos de 

eliminación  del etanol (MEOS y catalasas), pero el principal mecanismo de 

desintoxicación etílica, está referido al sistema enzimático compuesto por la ADH 

hepática, que cataliza la oxidación del etanol hacia acetaldehído en la primera etapa 

de su eliminación fisiológica (31,32). 

 

METABOLISMO DEL ETANOL

ALDEHIDO DESHIDROGENASA

ALCOHOL DESHIDROGENASA

SISTEMA DE OXIDACION DEL
ETANOL (MEOS CYP2E1)

(ALDH)

(ADH)

  
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 además del etanol, ha permitido 

sugerir que este complejo enzimático podría estar involucrado en más de un 

mecanismo fisiológico; la eliminación de productos de peroxidación, oxidación de 

ácidos grasos, eliminación de formaldehído, 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 

proliferación celular en un evento denominado hiperplasia directa.  

 Debido a que la ADH exhibe una gran actividad metabólica en presencia de 

retinoides, se ha pensado que muy probablemente esté relacionada con la síntesis de 

ácido retinóico, ya que es muy activa tanto en la oxidación de retinol como la reducción 

del retinal.  Este aspecto es importante, debido a la participación de estos compuestos 

en el desarrollo, embriogénesis y proliferación 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 mamíferos, lo que ha 

contribuido a que se lleven a cabo una gran cantidad de estudios fisiológicos, 

farmacológicos 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.  
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De las formas de ADH encontradas en el humano,  probablemente la ADH-1 

contribuya en la producción de todo-trans-retinal que posteriormente será 

metabolizado hacia todo-trans-ácido retinóico necesario en la regulación génica.  

Debido a que la deshidrogenación alcohólica es una reacción reversible, la ADH-1 

puede también catalizar  la reducción de retinal hacia retinol en una reacción NADH 

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

manera importante o significativa en la oxidación del retinol.      

 

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

Diversos tejidos : 
principalmente 

estómago y 
tejidos oculares 

:citosol.

Alcoholes, aldehídos,
ácidos

grasos y retinoides 
entre otros. 

Homodímeros: σADHσADH-7IV

Patrón ubicuo: citosol, 
núcleo.

Alcoholes y 
aldehídos 
primarios, 

ácidos grasos.

Homodímeros: χADH5ADH-5III

Hígado y otros tejidos: 
citosol. 

Alcoholes, aldehídos 
y retinoides 
entre otros.

Homodímeros: πADH4ADH-4II

Hígado: citosol.Alcoholes,ácidos 
grasos, 

retinoides. 

Homodímeros  y 
heterodímeros: 

α,β,γ

ADH1,
ADH2*1,2*2,2*3

, 
ADH3*1,3*2

ADH-1
ADH-2
ADH-3

I

DistribuciónSustratoEstruct./subun.AleloGen(locus)Clase

 

 

 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 

embriológico del humano y otros vertebrados.  Los estudios realizados en embriones 

de ratón 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-ácido retinóico en el embrión 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 unión muestran que ADH-1, está diseñada para 

reconocer y unir perfectamente al todo-trans-retinol no así al 9-cis-retinol.   

 La ADH-2 es una clase distinta  de enzima citosólica 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 oxidación de todo-trans-retinol y 

posiblemente contribuya a la producción de todo-trans-retinal necesario para la 

síntesis del  ácido retinóico.  En la rata,  la ADH-2 es más activa con 9-cis-retinol (Km= 

0.47uM-1 min-1) y posee una actividad relativamente baja con  all-trans-retinol (Km= 

0.009uM-1 min-1).  Sin embargo, la ADH-2 únicamente representa el 2% de la 

actividad de retinol deshidrogenasa  citosólica en el hígado, mientras que la ADH-1 

comprende aproximadamente el 80%.  En contraste con estos estudios, la ADH-2 de 

ratón, 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 formaldehído deshidrogenasa  utilizando al S-

hidroximetilglutatión como sustrato (35). Esto sugiere que varias clases de ADH 

evolucionaron para desempeñar diferentes funciones, y que esta enzima es la única 

que está 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 más eficientes 

en catalizar el metabolismo de los retinoides tanto para todo- trans- retinol  como 9-cis-  

retinol  contribuyendo de manera importante en la producción de todo-trans-retinal y 9-

cis-retinal para la síntesis de ácido retinóico.  En humano por ejemplo, la eficiencia 

catalítica de estas enzimas para oxidar todo-trans-retinol se da de la siguiente manera: 

isoformas ADH-1(Kcat/Km=0.01 – 0.3 µM-1 min-1), ADH-2 (Kcat/Km= 0.5 – 0.7 µM-1min-

1), y ADH-4 (Kcat/Km = 1.9 – 4.5 µM-1 min-1) esta última enzima posee una constante  

catalítica para el 9-cis retinol de (Kcat/Km= 13.3µM-1 min-1) 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 además se une de 

manera más 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 desempeñar el papel de retinol deshidrogenasa  debido a su extraordinaria 

eficiencia catalítica en la oxidación del retinol (11,36).  De acuerdo a diversos estudios 
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moleculares, se sabe que el sitio de unión de esta enzima es relativamente grande y 

fácilmente puede unirse al retinol (cuyo peso molecular es de 286.5), lo que indica que 

el sitio de unión de esta enzima no está diseñado para unirse a sustratos de moléculas 

simples o de dos átomos de carbono como el etanol (peso molecular de 46da).   

 Tomando en cuenta el patrón de expresión de la familia de ADH en el ratón, se 

ha sugerido que la ADH-4 es la única forma que participa en el metabolismo del retinol 

produciendo ácido retinóico, así como en el metabolismo del etanol durante y después 

de una intoxicación aguda con etanol durante el desarrollo embriológico del ratón.  Por 

otro lado, el citocromo P-450 parece participar  en el metabolismo del etanol en el 

hígado adulto, pero no parece contribuir en  el metabolismo del etanol durante el 

desarrollo embriológico debido a que su mRNA  no es detectable en los estadios E6.5-

E8.5.  Este hallazgo es importante porque junto con los estudios de la expresión de la 

ADH, proporciona evidencia de que la ADH-4 puede ser el blanco de acción del etanol 

en la embriogénesis descrita anteriormente. Sobre las bases de las propiedades 

enzimáticas 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 CINÉTICAS PARA ALGUNAS ISOFORMAS DE ADH 

 ADH1 ADH2 ADH3 ADH4 
SUSTRATO Km (µm) Km (µm) Km (µm) Km (µm) 

Etanol 1.4 34 ±2000 2400 
Acetaldehído 0.17   ns 

Hexanol 0.12   2 
Hexanal 0,05   2.4 

Todo-trans-
retinol 

(all-trans-
retinol) 

0.047 0.09  0.008 

9-cis-retinol Actividad no 
determinada 

0.47  0.025 

13-cis-retinol Actividad no 
determinada 

  Actividad no 
detectada 

Todo-trans-
retinal 

0.01   0.008 

9-cis-retinal 0.013   0.012 
13-cis-retinal Actividad no 

determinada 
  Actividad no 

detectada 
 
(ns= no saturable con el sustrato)(Boleda, 1993;Crosas, 2000; Farrés, 1994; Juliá 
1987).  La ADH1 (hepática), presenta una Ki (constante de inhibición) a la pirazola y 
sus derivados de 0.4µM.   ADH2 (ubicua), posee una Ki de 78.4mM,  finalmente, ADH4 
(estómago) posee una Ki para pirazola de 0.56mM. 
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Los estudios sobre expresión génica anteriormente descritos aportan evidencia 

de que la maquinaria enzimática  necesaria para llevar a cabo las dos etapas en la 

oxidación del retinol hacia ácido retinóico  está presente en E7.5 durante el desarrollo 

embriológico del ratón, etapa en la cual el ácido retinóico se detecta inicialmente.  Para 

esta tapa los tres receptores de ácido retinóico se expresan en numerosos tejidos.   

La expresión simultánea de ADH-4, ALDH-I y RALDH-2 en E7.5 cuando el 

ácido retinóico es inicialmente detectado, proporciona un argumento muy importante y 

de mucho peso de que estas enzimas están designadas para funcionar en la 

regulación de la síntesis de ácido retinóico (AR) para que la señalización de retinoides 

inicie.  La intoxicación con etanol durante el desarrollo embriológico  puede inducir el  

síndrome 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 intoxicación alcohólica.  La habilidad 

del etanol de reducir el nivel del ácido retinóico durante la E7.5 sugiere que los efectos 

negativos  del tóxico están dados, al menos en parte, por el bloqueo del inicio de la vía 

de señalización del AR, necesario para la supervivencia celular neurocraneal.  Esto 

probablemente resulte de la inhibición de la síntesis del AR catalizada por la ADH-4 

que puede ser el blanco de los efectos destructivos de la intoxicación con etanol 

durante el desarrollo embriológico del ratón.  

 Los patrones de expresión espacio-temporal de la enzima ADH-4, y de dos 

formas de ALDH coinciden con la detección de ácido retinóico al mismo tiempo 

durante el desarrollo embriológico del ratón (34).   

 

 
 

        MODELO ESQUEMATICO DEL INICIO DE LA SEÑALIZACION 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 síntesis de AR durante el desarrollo embriológico del ratón.  La 

intoxicación con concentraciones elevadas de etanol en los embriones de ratón 

durante la etapa de desarrollo embriológico de 7.5, induce la reducción en los niveles 

de síntesis 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 única enzima disponible en esta etapa para metabolizar el 

etanol y el retinol.  

 

 

 

ALDEHIDO DESHIDROGENASA (ALDH) 
 
 La presencia de productos tóxicos generados durante el metabolismo de 

compuestos tanto endógenos como exógenos en casi todos los órganos y tejidos 

corporales en los mamíferos, es un fenómeno normalmente observado (39, 40).  

Dentro de este grupo, se encuentran los aldehídos como el acetaldehído, cuya 

reacción de deshidrogenación está 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 último grupo pertenece la enzima aldehído 

deshidrogenasa (ALDH EC 1.2.1.).   La enzima se localiza en órganos como el hígado, 

riñón, estómago y cerebro, además de muchos otros; intracelularmente, su 

localización está ubicada tanto en citoplasma como en mitocondria (40).  La enzima 

ALDH y sus diferentes isoformas, constituyen un sistema dividido en clases de 

acuerdo a sus características estructurales (que pueden estar formadas por dímeros o 

tetrámeros) y catalíticas, además de su localización intracelular (41). 
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ESTRUCTURA MONOMERICA DE ALDH ESTRUCTURA DIMERICA DE ALDH

 
ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE ALDH 

 

 

 

Este sistema está 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 mencionó brevemente, no solamente de la oxidación del 

acetaldehído, sino además de muchos otros compuestos aldehídicos, como las 

monoaminas, diaminas, poliaminas, además del ácido retinóico y de los aldehídos 

generados durante eventos de lipoperoxidación de membranas celulares, entre otros 

(40, 43).  

El grado de homologías 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 ratón y el sapo (Xenopus laevis), estas enzimas 

comparten aproximadamente 87% de similitudes en la secuencia de aminoácidos; 

además, de que su expresión se conserva en la mayoría de los tejidos embrionarios y 

en algunos durante la etapa adulta, mostrando que están relacionadas con la síntesis 

de AR. De las 8 clases de ALDH, las más conocidas son: la ALDH clase I, que está 

constituida por miembros de enzimas cuyas subunidades homotetrámeras poseen 

afinidad por el retinal y el acetaldehído.  La ALDH clase II, posee una estructura 

tetrámera localizada en la matriz mitocondrial y es la enzima con mayor afinidad por el 

acetaldehído, mientras que la tercera clase, se compone de diversas isoformas 
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diméricas, citosólicas con subunidades de 50kDa de peso (15).  La ALDH-IV, es 

dimérica y se localiza en hígado y riñón; su localización intracelular está 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 Distribución:tisular 

 y celular 

I Mamíferos,rana, 
gallina 

ALDH-1 ALDH1 Homotetrámera 54kDa Acetaldehído, 
retinal. 

Diversos tejidos: 
citosol. 

II Mamíferos ALDH-2 ADH2*1 
ADH2*2 

Tetrámera 55kDa Acetaldehído. Diversos tejidos: 
mitocondrias. 

III Mamíferos ALDH-3 ALDH3 Dímero 50kDa Dioxinas e 
hidrocarbonos 
policíclicos. 

Estómago, 
pulmón e hígado: 
citosol, 
mitocondrias y 
microsomas. 

IV Mamíferos ALDH-4 ALDH4 Dímero 50kDa Benzaldehído, 
aldehídos 
alifáticos. 

Hígado y riñón: 
mitocondrias. 

? Mamíferos ALDH-5 ? ? ? ? Tejidos fetales. 

? Mamíferos ALDH-6 ? ? ? ? Glándulas 
salivales. 

? Mamíferos ALDH-7 ? ? ? ? Riñón y pulmón. 

? Mamíferos ALDH-8 ? ? ? ? Glándula 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 ortólogas en varias clases de mamíferos y se denominan de acuerdo al grupo 

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

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

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

importante función en tejidos oculares como la córnea 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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FISIOLOGÍA DE LAS ALDHs 
 

  Debido a la multiplicidad de isoformas encontradas en la familia de las ALDHs, 

y como se mencionó brevemente en párrafos anteriores, entre las múltiples funciones  

 desempeñadas por este sistema de enzimas, se encuentra su capacidad para 

metabolizar una gran variedad de compuestos aldehídicos generados a partir del 

metabolismo de compuestos tanto endógenos como exógenos, entre los que se 

encuentran los aminoácidos, aminas, ácidos grasos, etc. (39, 41).  No obstante, que 

algunos aldehídos como aquellos utilizados en mecanismos fisiológicos relacionados 

con la visión (13-cis-retinal) son benéficos, la mayoría de los aldehídos generados 

provocan efectos deletéreos en el organismo, incluyendo citotoxicidad, mutagénesis y 

carcinogénesis entre muchos otros (46).  

El acetaldehído, principal metabolito generado durante la primera etapa del 

catabolismo del etanol en el tejido hepático, es una molécula altamente reactiva que 

posee la capacidad de unirse a otras moléculas principalmente proteínas, y formar 

compuestos altamente tóxicos denominados aductos (47, 48).  

 En este sentido, la mayor parte de los efectos tóxicos asociados con la ingesta 

de etanol son atribuidos a la formación del acetaldehído, y a la subsecuente 

inactivación de las moléculas a las que se une (48).  Aproximadamente el 90% del 

acetaldehído así formado, es metabolizado principalmente por el sistema ALDH que 

convierte al acetaldehído en acetato en una reacción de oxidación que requiere NAD+ 

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

  

 

 
 

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

catalítico de la enzima y una subsecuente ionización de un grupo tiol de una cisteína 
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facilita la entrada del acetaldehído. La formación de un producto intermediario 

(tiohemiacetal) y una oportuna deshidrogenación del mismo dan lugar a la formación 

de un grupo acilo, el cual es liberado en presencia de una molécula de agua en forma 

de ácido (15).  

 

 
 

SITIO ACTIVO DE ALDH 

 

Ahora bien, de las diferentes clases que conforman al sistema ALDH, cada una 

posee sus propias características de acuerdo a la función 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-ácido 

retinóico), en una reacción  NAD-dependiente  con más o menos la misma eficiencia 

(15, 19, 39).  También se sabe que en algunos animales vertebrados como en el ratón 

y el sapo la expresión 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 está 

asociada con la síntesis de ácido retinóico en tejidos oculares.  

 La estructura terciaria de la ALDH-1 muestra que posee un sitio activo que 

puede fácilmente ligar o acomodar a los todo-trans-retinales; lo que la hace parecer  

como una enzima de suma importancia en la síntesis de AR (todo-trans- AR), el cual 

está relacionado con la regulación de la expresión génica en una gran variedad de 

tejidos (19).  Además, de que la ALDH-1 parece ser la principal enzima responsable en 

la oxidación del retinal, otra actividad catalítica que se ha observado, es su capacidad 
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para producir los ligandos necesarios (por ejemplo: RAR α, β y Υ) para estimular la 

diferenciación de células tumorales HL-60 hacia un estado final de diferenciación como 

granulocitos (39).                               

La participación de la ALDH-1 en procesos carcinogénicos, es otro fenómeno 

que se ha observado.   La utilización terapéutica de productos anticancerígenos  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 fisiológico de 

desintoxicación de los productos metabólicos (4-hidroxiciclofosfamida/aldofosfamida) 

de este agente, es catalizado por esta enzima; cuando los niveles de 4-

hidroxiciclofosfamida/aldofosfamida  en sangre alcanzan niveles farmacológicos 

(160µM), 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 biotransformación de la nitroglicerina in vivo en tejidos dependientes de 

relajación como el músculo cardiaco; la enzima cataliza la conversión de la 

nitroglicerina hacia 1,2-gliceril dinitrato y nitrito, induciendo la producción de especies 

oxígeno reactivas (ROS) que a su vez inhiben la actividad enzimática de ALDH-2; la 

utilización de agentes antioxidantes en estas circunstancias,  reduce la cantidad de 

“ROS” (especies oxígeno reactivas) y restablece la actividad de la enzima (50).  Esta 

enzima también se expresa en el embrión y en los órganos reproductores del ratón 

adulto,  así como en el embrión 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 síntesis de AR durante el desarrollo embriológico y el crecimiento (51). 

 La ALDH-3, por su parte está relacionada con tejidos oculares como la córnea, 

y se sabe que cataliza eficientemente la oxidación de compuestos peroxi-aldehídicos 

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 

Acetaldehído. ALDH1, ALDH2 y ALDH3 Metabolismo del  ETOH. 

Formaldehído. ALDH1, ALDH2 y ALDH3 Desintoxicación de 

formaldehído. 

Todo-trans-retinal. 

(all-trans-retinal) 

ALDH1 y ALDH3 Metabolismo del ácido 

retinóico. 

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

retinóico. 

13-cis- retinal. ALDH1 Metabolismo del ácido 

retinóico. 

5-hidroxiindol-acetaldehído. ALDH1 y ALDH2 Metabolismo de la serotonina. 

3-hidroxifenil-acetaldehído. ALDH1, ALDH2 y ALDH3 Catabolismo de la dopamina. 

y-aminobutiraldehído. ALDH3 Síntesis de GABA. 

Imidazolacetaldehído. ALDH1, ALDH2 y ALDH3 Catabolismo de la histidina. 

Aldehídos de: espermina, 

cadaverina. Monoaldehídos de: 

espermidina. 

ALDH3 Catabolismo de poliaminas y 

diaminas. 

 

 

Desde hace más de un siglo,  se ha desarrollado un interés creciente por  

conocer y entender cada vez más que en el tejido hepático existe un inmenso 

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

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

más intensa a estudiar  la habilidad que tiene el hígado para regenerarse (6). 

 

 

 

RETINOIDES 
 

  A partir de que se escribiera un capitulo sobre “biosíntesis, absorción y 

metabolismo hepático del retinol” (forma activa de la vitamina A) en la primera edición 

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

información disponible sobre está área se ha incrementado considerablemente. 
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MOLÉCULA DE VITAMINA A 
                                                            (RETINOL) 

 

El descubrimiento de los mecanismos de almacenamiento y desplazamiento 

del retinol,  la descripción de nuevas enzimas involucradas en su metabolismo, los 

hallazgos de la participación de las proteínas de unión a retinoides dirigiendo el 

metabolismo de éstos; el conocimiento de cómo el AR y sus metabolitos son 

sintetizados, y cómo los niveles de AR son regulados y mantenidos por las células, 

son campos de estudio intenso.  Así mismo, el conocimiento del transporte tanto 

intracelular como extracelularmente  hacia los sitios de acción donde es esencial  para 

la regulación de la expresión 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 

hígado en dos diferentes tipos celulares: las células esteladas (también llamadas 

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

   

 

                    
                          CÉLULAS DE  ITO                                                        HEPATOCITOS 
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El retinil ester (uno de los primeros productos obtenidos de la hidrólisis de los 

carotenoides en su vía de transformación 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 hígado inicia con una reacción 

hidrolítica para formar retinol, y una esterificación subsecuente para dar lugar a 

ésteres de ácidos grasos de cadena larga (58).  

 El transporte del retinol  a partir de los retinoides almacenados en el hígado 

hacia los tejidos sensibles a la vitamina A, se lleva a cabo con la ayuda de la proteína 

de unión a retinoides (RBP en plasma o CRBP en célula) (59- 61).  Esta proteína se 

aisló por primera vez en 1968, y a partir  de entonces ha sido ampliamente estudiada; 

su secreción es un proceso perfectamente regulado por factores localizados en el 

retículo endoplásmico, pero el contenido y la disposición de retinoides en la célula es 

el factor crítico en dicho fenómeno (62).  La molécula está formada por una cadena 

polipeptídica simple, con aproximadamente 182 aminoácidos y tres puentes disulfuro, 

con un peso aproximado de 21,000 Da, y tienen un sitio catalítico para permitir la unión 

de una molécula de todo--trans-retinol. La proteína RBP de humano, comparte una 

homología con la de rata de aproximadamente 86%, esta última posee 183 residuos 

de aminoácidos (63, 64). 

   

 

 

 
 

ESQUEMA DE LA PROTEÍNA DE UNIÓN A RETINOL (RBP) 
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La síntesis de los retinoides se lleva a cabo a partir del β-caroteno, que es el 

precursor de la vitamina A; A partir de este se obtienen dos moléculas de retinol; la 

oxidación posterior del retinol se lleva a cabo por acción 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).  

 

 

 

RetinaldehídoRetinaldehído

Acido  Retinóico

Retinol

Retinal

ß-Caroteno
 

RETINOIDES 
 
 

FISIOLOGÍA DE LOS RETINOIDES 
 

La vitamina A y sus derivados se requieren en diferentes procesos de la vida 

incluyendo el desarrollo de la visión, reproducción, metabolismo, diferenciación, 

hematopoyesis, desarrollo óseo y el patrón de desarrollo embriológico (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 cáncer, además de su participación en la visión (75).  Los 

mecanismos a partir de los cuales los retinoides desempeñan esta variedad de 

efectos, reside en su capacidad de regular la expresión génica  en sitios específicos de 

aquellos tejidos que son blanco de los retinoides en el cuerpo.   

 En  los años 70 -80s se sugirió por primera vez que la regulación génica 

inducida por los retinoides era muy similar a lo que sucedía con las hormonas, lo que 

sugería que los mecanismos de acción de los retinoides  eran por analogía 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 mencionó anteriormente, en ese tiempo se descubrió la proteína de 

unión al AR CRABP (celular retinoic acid- binding protein).  La caracterización inicial y 

el análisis bioquímico de CRABP, instó 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 únicamente RXR responde a 9-cis-ácido retinóico.  La identificación 

de estos dos sistemas y sus diferentes isoformas, ha permitido desarrollar modelos 

que ayudan a explicar  la vía de señalización de los retinoides (70, 71). 

 

 

 
RECEPTOR (RAR) UNIDO AL  ACIDO RETINOICO 

 
 

La identificación 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 vías de señalización del ácido retinóico.  De acuerdo a esto, se 

puede decir que el AR puede actuar  tanto en forma parácrina como autócrina; ya sea 

introduciéndose directamente a la célula desde el torrente sanguíneo, o como producto 

del metabolismo del retinol vía alcohol y aldehído deshidrogenasas y ligado a su 

proteína de unión; también la expresión de las proteínas de unión es modulada 

positivamente por este compuesto (129, 130).  De hecho algunas isoformas de ADH 

(por ejemplo la expresión en humanos del gen ADH3; ó durante la embrigénesis en 

ratones la expresión 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 acción de los retinoides 

sigue siendo un problema central en el estudio biológico y bioquímico de estos 

compuestos.  En los últimos 10 años 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 expresión de genes 

específicos (19, 38, 72).   

Aún cuando la fisiología  del retinol y sus metabolitos inmediatos permanece 

como uno de los problemas  de nutrición a estudiar más importantes, se sabe que 

ciertos aspectos de la regulación de las células inmunológicas, así como aspectos de 

biología celular relacionados con el control de la diferenciación y el desarrollo, está 

claramente dominado por la  participación 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 transcripción que regulan la 

expresión de genes específicos y su efecto sobre el fenotipo celular (75- 77).   

 

Citoplasma

Núcleo

Regulación de la transcripción génica

 
DIAGRAMA ESQUEMATICO DE LA FUNCION DE LOS RECEPTORES DE DE    RETINOIDES 

EN LA REGULACION DE LA TRANSCRIPCIÓN GENICA 

 

Actualmente se reconoce que debido a su naturaleza esteroidea, los retinoides 

son mediadores locales involucrados en la proliferación y diferenciación celular entre 

otras muchas funciones, y probablemente mantengan una estrecha relación o formen 

parte integral de otros sistemas reguladores autócrinos y parácrinos de células y 

tejidos.  Esta relación se da gracias a la versatilidad que presentan los receptores de 
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AR de formar complejos con diferentes factores de transcripción además del AR 

(vitamina D, hormona tiroidea, etc.),  y en virtud de su altísima capacidad de formar 

interacciones específicas proteína-proteína que permiten  regular la transcripción de 

una gran cantidad de genes.  En este contexto, los retinoides pueden controlar por 

ejemplo la expresión de genes involucrados en la síntesis de diversas citocinas y sus 

receptores, como son algunos factores de crecimiento; además de gran número de 

oncogenes y sus productos como jun y fos.  Algunas de estas interacciones entre 

retinoides y oncogenes  involucran  una relación de unión entre proteína- proteína 

como se mencionó brevemente, entre el receptor de AR y el producto de algún tipo de 

oncogen (78, 79).   

 El punto importante que hay que enfatizar  es que la función 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 información relacionada con su estado de 

diferenciación y proliferación (78).  De esta manera, la multifuncionalidad de las 

acciones de los retinoides depende del contexto biológico 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 acción de los retinoides y sus 

receptores AR (RARs y RXRs) como factores de transcripción dependerá del contexto 

celular circundante (80).  Los retinoides y sus receptores  junto con las citocinas y 

otros compuestos moduladores, deben ser considerados como símbolos de un 

lenguaje  de reconocimiento y comunicación intracelular  e intercelular utilizado por las 

células, y cuyo significado está 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 

modificación de la actividad o síntesis de factores de crecimiento, o de sus receptores 

actuando antagónicamente o sinergísticamente  empieza a ser aceptada (7, 82).  

Actualmente, se sabe que los factores de crecimiento  no solamente regulan  el 

crecimiento y diferenciación celular, además participan en la síntesis de una variedad 

de proteínas importantes en la estabilización del fenotipo celular, como proteínas de 

matriz extracelular, proteasas y sus inhibidores, receptores de integrinas y algunas 

otras proteínas celulares específicas como son los anticuerpos (84- 87). 
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RETINOL MATERNAL

CRBP I-Retinol

CRBP I-Retinaldehído

ACIDO RETINOICO (AR)

CELULA con CRABP I

Acido Retinóico - CRABP

Poca ó nula presencia de
AR en el núcleo

No hay efecto sobre la expresión de genes

CELULA  sin  CRABP I

Acido Retinóico libre en citoplasma
(ó AR – CRABP I ?)

Acido Retinóico en Núcleo
(AR-RAR/RXR)

Activación de Genes Específicos

 

Vía Hipotética  que resume la relación que existe entre la síntesis del ácido 
retinóico (AR), las proteínas de unión al ácido retinóico y sus receptores, en el 
embrión de mamíferos. Sí CRABP fuera saturada con AR externo, este sería 
capaz de penetrar al núcleo uniéndose a sus receptores, alterando la vía normal 
de señalización y por lo tanto la expresión génica normal (83, Morriss-Kay, 1993.) 

 

 Existen diferentes mecanismos por los cuales aparentemente los retinoides 

pueden controlar la expresión génica.  El primer mecanismo está relacionado con el 

nivel  de transcripción 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 concentración del complejo RAR/unido 

a su ligando en la etapa de transcripción, puede resultar en un efecto directo o 

indirecto. Los efectos directos  sobre la transcripción generalmente están relacionados 

con la ausencia de síntesis de proteínas, debido a que es una respuesta inmediata la 

que se genera; el efecto indirecto o regulación indirecta, se asocia a una respuesta del 

gen cambiando el nivel de transcripción  a tiempos tardíos.  
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ACIDO RETINOICO

RECEPTOR DEL 
ACIDO

RETINOICO

TRANSCRIPCION

SECUENCIA ESPECIFICA
DE UNION AL AR

GEN A

FACTOR DE 
TRANSCRIPCION

AP-1

FACTOR DE 
TRANSCRIPCION AP-1

BLOQUEADO

SECUENCIA 
ESPECIFICA 
DE UNION 
AL AP-1

GEN B

INHIBICION DE 
LA DIVISION  

CELULAR Y LA 
SINTESIS DE 

METALOPROTEINASAS
 

VIA DE SEÑALIZACION DE LOS RECEPTORES DEL ACIDO RETINOICO (RAR y RXR) 
 

 

Ahora bien para que los retinoides desarrollen sus innumerables e importantes 

funciones fisiológicas como son la regulación de la expresión 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 vía de conversión de retinol en ácido retinóico 

depende de un proceso metabólico compuesto por dos etapas, la primera consiste en 

la oxidación del retinol para formar retinal y la segunda es la oxidación de retinal  para 

dar lugar al AR que actúa como ligando activo, modulando la vía de señalización de 

los receptores del AR (RAR y RXR) (19, 38, 88, 89). 

Aún cuando el proceso bioquímico por medio del cual se sintetiza el AR no está 

bien definido, numerosos investigadores han establecido que enzimáticamente la vía 

de conversión es similar a lo que sucede con el etanol.  El retinol es el precursor 

primario en dicha síntesis, la primera etapa parece estar catalizada por la enzima ADH 

que oxida al retinol para dar lugar al retinal, que a su vez será oxidado en una segunda 

etapa por la enzima ALDH cuyo producto final será el ácido  retinóico.   El papel 

fisiológico de la ADH en la síntesis 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 participación  muy importante durante la 
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embriogénesis, se presume que puede ser la enzima responsable de la primera etapa 

en la formación del ácido retinóico.   Como mencioné en capítulos anteriores, debido a 

que la ADH  exhibe una gran actividad metabólica en presencia de retinoides, se ha 

pensado que muy probablemente esté relacionada con la síntesis de AR, ya que es 

muy activa tanto en la oxidación de retinol como en la reducción del retinal.  Este 

aspecto es importante debido a la participación de estos compuestos en el desarrollo, 

embriogénesis y proliferación celular (11, 33). 
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REGENERACIÓN HEPÁTICA 

 

El interés creciente que ha surgido en los últimos años por reconocer que en el 

tejido hepático existe un inmenso repertorio de eventos involucrados en la regulación 

del ciclo celular, ha generado que durante la última década los  investigadores se 

enfoquen de una manera más intensa a estudiar  la habilidad que tiene el hígado para 

regenerarse (6). 

La regeneración es la capacidad que presenta  un órgano de restituir o reponer  

el tejido perdido después de sufrir una pérdida parcial o de algún tipo de enfermedad o 

daño (6).  Aunque algunos órganos tienen cierta capacidad para regenerar, el único 

órgano  que verdaderamente desarrolla una hiperplasia y regenera o restituye el tejido 

celular perdido, es el hígado. Debido a que el hígado presenta esta increíble 

capacidad regenerativa, durante muchos años un gran número de investigadores se 
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ha dado a la tarea de esclarecer el mecanismo o los mecanismos por los cuales el 

tejido hepático lleva a cabo este proceso.  Esta capacidad del hígado de reemplazar el 

tejido perdido por diferentes circunstancias, hace de este órgano el modelo biológico 

más utilizado para llevar a cabo estudios experimentales sobre los mecanismos 

fisiológicos que regulan la regeneración.  A partir de los resultados que las 

investigaciones han aportado, es posible decir que si por alguna razón el hígado 

pierde la mayor parte de su tejido (hasta el 70% de su masa total al efectuarse una 

hepatectomía parcial), el tejido restante prolifera hasta restituir la masa perdida 

(hiperplasia compensatoria) y esto lo hace en el transcurso de  unos días a pocas 

semanas (90).   

 Una característica importante que presenta el hígado es, que bajo condiciones 

naturales en las cuales el tejido hepático no presenta ningún tipo de anomalía, los 

hepatocitos que son el tipo celular predominante en este órgano (correspondiendo a 

un 70% de la población celular total y aproximadamente un 80% del volumen total del 

hígado) rara vez se replican (8).  El 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 hígado se presentan condiciones que provoquen una pérdida de 

la masa celular ya sea de manera física, por intoxicación o por algún tipo de daño, el 

tejido hepático responde  iniciando un proceso de replicación.  Del estado quiescente 

que corresponde a la fase (G0) del ciclo celular, los hepatocitos pasan al estado (G1) 

que es la forma pre-replicativa o interfásica de la célula, la cual es seguida por la fase 

(S) de síntesis de ADN, para finalmente llegar a la fase (M) mitosis con la 

correspondiente división 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 están involucrados e interrelacionados dentro 

del complejo proceso que se lleva a cabo en la regeneración no está regulada por un 

factor único que actúe 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 expresión genética y del ciclo celular, entre muchos otros. 

Cabe mencionar nuevamente, que el hígado es el órgano donde se llevan a 

cabo los principales mecanismos de síntesis, almacenamiento y degradación de 

proteínas, aminoácidos, carbohidratos, lípidos, retinoides, etc., además de 

mecanismos de desintoxicación de agentes tóxicos exógenos como el etanol (9).   
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De manera cotidiana, el hígado sano está sometido a la influencia de una gran 

cantidad de señales ambientales (ingesta de cierto tipo de alimentos,  inflamación 

sistémica, etc.) capaces de inducir la proliferación de los hepatocitos, que en su estado 

adulto son células altamente diferenciadas con una capacidad replicativa mínima. Sin 

embargo, aparentemente el microambiente hepático en un tejido normal es capaz de 

atenuar o modificar estas señales extracelulares antes de que lleguen a ellos, 

previniendo o impidiendo que las células respondan a dichas señales, fenómeno que 

se inhibe durante la regeneración (7).   

 La regeneración, seguida de una hepatectomía parcial es un modelo 

experimental muy utilizado para investigar los mecanismos que regulan la proliferación 

celular in vivo; el modelo clásico de hepatectomía parcial está basado en la 

eliminación de hasta un 70% del tejido hepático en animales experimentales (94); sin 

embargo, también se utilizan otras variantes de este modelo, como la resección de 

30% y 90% del tejido (95- 98).  

 El tiempo promedio que tarda el hígado en recuperar su tamaño normal en 

ratas hepatectomizadas 70%, está entre 5-10 días (6, 90).  En el humano, también se 

ha observado que la restauración hepática se lleva a cabo de manera total, y es un 

método que permite a pacientes recuperar el tejido perdido por algún tipo de trauma, 

infecciones, o uso de hepatotoxinas, recuperar el tejido perdido (99-101), y así volver a 

tener un hígado sano, que es de fundamental importancia para dar una respuesta  

adecuada a los requerimientos de energía del organismo (7).  

Después de casi un siglo de utilizar al hígado como un modelo experimental “in 

vivo”, para estudiar los mecanismos que regulan la regeneración, hasta el  momento 

no se ha logrado descifrar de manera total el intrincado rompecabezas metabólico y 

molecular que estructura y hace funcionar a este fenómeno celular (6).  Sin embargo, 

si se sabe que es un fenómeno bien organizado que involucra una enorme cantidad de 

vías de señalización y agentes inductores que permiten al órgano alcanzar de manera 

exacta su volumen total (90).     

Después de una hepatectomía, el hígado remanente responde tan 

eficientemente como le es posible para cubrir sus necesidades funcionales con el 

tejido que posee.  Las primeras células hepáticas que responden a las señales 

liberadas post-hepatectomía son los hepatocitos.  Como consecuencia de la 

proliferación de los hepatocitos, se forman pequeños grupos o colonias de entre 10-14 

células carentes de matriz extracelular y sinusoides (102).  Cuatro días después de la 

hepatectomía, las células de Ito envían delicadas prolongaciones celulares entre las 

colonias de hepatocitos; esta invasión coincide con la activación de genes que 

codifican para la síntesis de laminina en las células de Ito.  La penetración de las 
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células de Ito entre los hepatocitos, es seguida por una migración de células 

endoteliales que finalmente restaurarán la vascularización normal de los hepatocitos 

(102).   

La proliferación celular que se desencadena inmediatamente después de una 

resección,  está inducida por la liberación de factores mitogénicos primarios que se 

rigen por patrones establecidos o modulados por factores de crecimiento y  señales de 

transducción (33).  Los mitógenos, están caracterizados como sustancias que 

estimulan la síntesis de ADN e inducen mitosis en células in vivo y en cultivo; los 

factores de crecimiento (HGF, TGF-σ, EGF) por su parte regulan estos eventos  

proveyendo a las células en mitosis señales que estimulan el crecimiento o que 

inhiben el mismo; además de participar en mecanismos morfogénicos y de 

angiogénesis (103).  

Estos factores de crecimiento, a su vez generan señales intracelulares que 

activan factores de transcripción génica preexistentes, pero normalmente inactivos (ej. 

NF-kB, AP1), y que están relacionados con la regulación de las diferentes fases de 

crecimiento observadas durante la regeneración (82).   Bajo este contexto, el hígado 

se ha convertido como se mencionó brevemente en párrafos anteriores, en un modelo 

biológico experimental que permite estudiar no solamente los mecanismos de 

regeneración además, aquellos mecanismos relacionados con cada una de las 

diferentes funciones de las cuales es responsable este órgano, entre las que se 

encuentra el metabolismo de agentes tóxicos tanto endógenos como exógenos, 

compuestos de vital importancia como carbohidratos, lípidos, proteínas, aminoácidos, 

retinoides, etc.  
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JUSTIFICACION 
 

La regeneración, observada en el hígado como respuesta a la pérdida de tejido 

por diversas causas, es un fenómeno fisiológico cuyos mecanismos no se ha logrado 

descifrar totalmente.  Sin embargo, si se sabe que es un fenómeno perfectamente bien 

regulado donde se desencadena la liberación de una gran cantidad de factores 

responsables de iniciar y promover la regeneración; dentro de estos factores se 

incluyen mitógenos, comitógenos, factores de crecimiento, inhibidores, etc., que 

inducen la síntesis de ADN, evento crucial en la regeneración y en cualquier otro 

mecanismo de proliferación celular.  Esta síntesis de ADN además, está 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 desintoxicación alcohólica más 

importantes localizados en el hígado, pero su participación 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 fisiológicos en los que también 

están involucrados los retinoides. El metabolismo de los retinoides es un evento 

sumamente importante en múltiples mecanismos fisiológicos relacionados con vías de 

señalización y transcripción de genes, proliferación y diferenciación celular, 

carcinogénesis y regeneración tisular entre otros.  Las diferentes etapas involucradas 

en su metabolismo están 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 hígado; 

se piensa que entre muchas otras causas, la modulación del metabolismo de las 

poliaminas, mecanismo en el cual aparentemente participan enzimas que podrían 

estar reguladas por acción de los retinoides. También se ha observado en estos 

animales, que la actividad enzimática 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, están plenamente 

relacionados con mecanismos inductores y represores de carcinomas y hematomas.  

También se ha reconocido clínicamente, que los retinoides pueden actuar como 
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agentes anticancerígenos en enfermedades hematológicas malignas como la leucemia 

promielocítica o en problemas más sencillos como el acné. 

Ahora bien, aún cuando diversos trabajos cinéticos han mostrado que la actividad 

de ADH hepática cambia después de realizada una hepatectomía, 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, están relacionados con su posible participación en el 

metabolismo de compuestos necesarios en la regeneración hepática.   
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HIPOTESIS 
  

 Durante la regeneración hepática, se llevan a cabo una gran 
cantidad de eventos fisiológicos que permiten al hígado recuperar el 
tejido perdido; dentro de estos eventos, la síntesis de compuestos 
involucrados en mecanismos de proliferación y diferenciación celular es 
muy importante.  Debido a su versatilidad funcional, proponemos que los 
retinoides (específicamente el ácido retinóico), están participando de 
manera importante en el fenómeno de regeneración; y que las enzimas 
ADH y ALDH están involucradas en el metabolismo de los precursores, 
(retinol y retinal) utilizados para la síntesis del ácido retinóico. 

 
 

 

OBJETIVO GENERAL 
 

Definir si las enzimas ADH y ALDH están involucradas en el metabolismo  de 

los retinoides durante el proceso de regeneración hepática.  Examinar los niveles de 

expresión de las enzimas ADH y ALDH, así como la variación en el contenido de 

retinoides durante la regeneración del hígado.  

 

 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 
 

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

diferentes estadios de proliferación hepática frente a diversos sustratos. 

 

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

la actividad enzimática observada en las diferentes fracciones subcelulares. 

 

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

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

sujetos a una hepatectomía parcial. 

 

5. Determinar la cantidad de CRBP-I (proteína de unión a retinol) presente en el 

tejido hepático de los animales experimentales a diferentes tiempos post-

hepatectomía. 

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

animales experimentales a diferentes tiempos post-hepatectomía. 

 

 

 

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 
 

1. Material biológico: Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar cuyo peso 

osciló 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 hepatectomía al  30% y 70%. 

                 b. Animales control (Sham). 

 

      3.  Procedimientos quirúrgicos: 
a. Los procedimientos quirúrgicos se realizaron entre las 9:00 – 10:00      

AM, previa anestesia con éter.  La hepatectomía consistió en remover a un 

grupo de animales 1/3 de hígado (uno de tres lóbulos hepàticos: 30% 

aprox.) y a otro grupo 2/3 de hígado (dos de tres lóbulos de tejido hepático: 

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 – cirugía. 

 

 

 

4. Procesamiento del tejido hepático:  
                   a. Obtención del tejido hepático post – mortem.  Peso fresco del tejido. 
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b. Homogenización del tejido en un volumen 1:10 en un medio  que 

contenía  0.25mM de sacarosa, buffer Tris 10mM, EDTA 1mM (pH 

7.4). La concentración de proteína se determinó por el método de 

Lowry (128). 

 

5. Obtención de fracciones subcelulares: 
a. Para la obtención de las fracciones subcelulares (mitocondrias, citosol, 

microsomas y membrana plasmática) se utilizó el tejido previamente 

homogenizado, y las fracciones se separaron de acuerdo al método 

descrito por Aguilar Delfín et al. (110). 

b. Después de llevarse a cabo la homogenización del tejido obtenido, el 

producto obtenido, se centrifugó a 1800g/15min.  Del sobrenadante se 

obtuvieron las siguientes fracciones: citosol, microsomas y 

mitocondrias.   

c. El sobrenadante obtenido de la centrifugación anterior, se centrifugó 

nuevamente a 7,500g/15min.  De las dos fracciones obtenidas, el 

sobrenadante se centrifugó a 100,000g/60min y de aquí se obtuvo el 

citosol y los microsomas.  Del precipitado se obtienen las mitocondrias 

haciendo 2 centrifugaciones  a 7500g/15min. 

 

6. Determinación de la actividad enzimática de ADH y ADLH.  Se trabajó con 
cada una de las fracciones subcelulares obtenidas, poniendo especial 
atención en la fracción citosólica que es donde principalmente se detecta 
la presencia de ADH; en el caso de  ALDH se trabajó tanto en citosol 
como en mitocondrias. 

a. La determinación de la actividad enzimática se llevó a cabo 

espectrofotométricamente a 25°C, tomándose para tal efecto el 

incremento o decremento en la absorbancia a 340nm (relacionado con 

la oxidación o reducción del NAD+), a partir del metabolismo de 

sustratos específicos como son el etanol, butanol, octanol, acetaldehído 

y malondialdehído. 

b.  Además se utilizaron otros sustratos presentes de manera endógena 

como son los retinoides ( retinal y retinol), en este caso la lectura se 

tomó a 400nm que es el rango en el cual absorben estos sustratos (una 

disminución en la lectura se relaciona con la reducción del retinal y un 

incremento con la oxidación del retinol). 
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c. Los ensayos para medir la actividad de ADH utilizando alcoholes y 

aldehídos diferentes a los retinoides como sustratos, se llevaron a cabo 

utilizando NAD+ y NADH como coenzimas a una concentración 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 aldehídos y 

buffer de glicina 0.1M pH 9.7 para alcoholes. 

d. Las lecturas se tomarán a intervalos de dos minutos  por espacio de 10 

minutos, para cada ensayo se utilizaron diferentes concentraciones de 

los substratos. 

e. Para el caso de los retinoides, los amortiguadores contenían detergente 

tween -80  al 20% y el sustrato se disolvió previamente en acetona.  

Todos los reactivos se prepararon en el momento. 

f. La determinación de la actividad de la ALDH se realizó de acuerdo al 

método descrito por Ambroziak y Pietruszko (40). 

g. La determinación de la actividad enzimática se llevó a cabo 

espectrofotométricamente a 25°C, tomándose para tal efecto el 

incremento o decremento en la absorbencia a 340nm de la producción 

de NADH. 

h. Se utilizó un buffer de pirofosfato de sodio 100mM pH 9.0, 0.5mM de 

NAD, 1mM de EDTA, y 1mM de acetaldehído como sustrato. 

 

7. Extracción y cuantificación de retinoides. 
a. Se utilizaron 200µl 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. 

b. La fase orgánica obtenida se evaporó por completo y se resuspendió 

con 200ul de una mezcla de dimetilsulfoxido/metanol (v/v).   

c. De las muestras obtenidas,  se tomaron una alícuotas 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 móvil que consistió de 

0.5mM de acetato de amonio, metanol y acetonitrilo (25:65:10 v/v) como 

solvente A; y como solvente B, se utilizó unicamente acetonitrilo.    

d. El tiempo y magnitud de los gradientes se llevó a cabo de acuerdo al 

método descrito por Molotkov et al. (37).   

e. La detección de retinol  se realizó a 328nm, mientras que el ácido 

retinóico se detectó a 350nm, utilizando todo-trans- retinol y todo- trans- 

ácido retinóico como estándares. 
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f. La cuantificación de retinal, se llevó a cabo midiendo la reducción de 

retinol vía actividad enzimática de ADH in vitro.  

g. Para tal efecto se utilizó ADH de hígado de caballo purificada (10ug) y 

0.3 mM NADH en un amortiguador de fosfato de potasio (pH 7.5); al 

momento de la reacción de le agregaron 200µg de proteína citosólica.  

A  cada muestra,  se le agregó un estándar interno de todo- trans- 

retinal (50µg), la transformación de retinal a retinol fue monitoreada 

espectrofotometricamente por el decremento en absorbencia  a 400nm. 

h. Después de 20min., la reacción fue detenida.  La diferencia entre la 

absorbencia obtenida por el estándar  y la muestra se tomó como el 

contenido neto de retinal formado de manera endógena en las muestras 

de citosol de los grupos experimentales.   La identificación y 

cuantificación del retinol obtenido por este método, se confirmó 

subsecuentemente por HPLC. 

 

8. Electroforesis e inmunotransferencia: Western – Blot. 
a. Muestras citosólicas (50µg) fueron procesadas para su subsecuente 

utilización 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/cm2.  Los epítopes inespecíficos se 

bloquearon utilizando una mezcla de leche en polvo sin grasa en una 

concentración de 5% disuelta en amortiguador de fosfatos; la 

incubación se dejó durante toda la noche a 4°C. 

b. Las membranas se incubaron con  un anticuerpo monoclonal de cabra 

Anti-CRBP-1 (proteína de unión a retinol) y uno policlonal para ADH 

(Santa Cruz) en una dilución 1:300 en PBS, durante toda la noche.  

Posteriormente, se incubaron con un anticuerpo secundario anti-cabra-

HRP.  Como control de carga se utilizó  un anticuerpo contra ß-actina 

(Calbiochem, La jolla, San Diego Ca.). 

c. Las proteínas inmunoreactivas, se detectaron utilizando el método de 

ECL y película fotográfica Kodak; el análisis se realizó por cuantificación 

densitométrica. 

 

9. Determinación de marcadores de regeneración hepática. 
a.  La regeneración hepática se determinó utilizando dos parámetros: 1) 

actividad de timidin cinasa (TK) evaluada en la fracción citosólica de acuerdo a 
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la técnica descrita por Sauer y Wilmanns (135);  y 2) índice mitótico evaluado 

utilizando microscopía de luz, reportada  según el número de células en mitosis 

en 10 campos ópticos con un objetivo de 40X. 

 

10. Cálculos y estadística. 
a. Los parámetros cinéticos, se calcularon utilizando el método de non-

linear Enzfitter program (1989). 

b. La significancia estadística de las diferencias se realizó por  ANOVA y 

Newman Keuls test. 

c. El análisis de la cantidad de retinoides obtenidos por método de HPLC 

se llevó a cabo utilizando el programa Scion Image (Scion corporation 

USA). 

 

 

RESULTADOS 
 

Efecto de la  hepatectomía parcial sobre la actividad enzimática de ADH en 
hígado.  

Trabajos previos de éste laboratorio, determinaron que la HP del 70% induce 

una inhibición 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 

comparación de la actividad de ADH in vitro utilizando como sustratos etanol y 

acetaldehído, en muestras citosólicas obtenidas de hígados en dos estados de 

proliferación inducida por HP 30% y 70% (Fig.1).  Los animales sometidos a una HP 

del 70%, mostraron una baja en la actividad enzimática de ADH citosólica sobre etanol 

(10mmol/L) durante las primeras 48 h posteriores a la cirugía, al comparar con los 

resultados de los animales control. Esta actividad se normalizó aproximadamente 3 

días después de la cirugía (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 cirugía; sin embargo, después de este periodo, si se 

encontró un aumento significativo en la actividad de ADH sobre etanol (Fig.1). 
La reducción de los aldehídos en HP 70% (1mmol/L acetaldehído), presentó 

una disminución significativa a las 24 h post-cirugía, disminución que fue seguida por 

un claro incremento de actividad  de ADH hacia este sustrato a las 72 h posteriores a 

la HP (Fig. 1).  Aún cuando los valores obtenidos en la reducción del acetaldehído en 

los animales con HP de un 30% fueron mayores que los observados en animales con 

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

 72



casos.  Por otro lado, la actividad enzimática de ADH en la fracción citosólica de los 

animales sujetos a 70% de HP (24 h post-cirugía), cambia en este periodo de tiempo 

al utilizar cantidades menores de etanol y acetaldehído (acetaldehído en la reacción 

inversa o de reducción) en los ensayos de actividad in vitro (Fig.2).  Al llevar a cabo el 

análisis cinético de la actividad utilizando el método de Michaelis-Menten, se observó 

una aparente inhibición de la actividad enzimática que parece ser no competitiva si 

comparamos los resultados con lo observado en los animales control.  Estos 

resultados podrían explicarse de dos formas: 1) desde un punto de vista catalítico, el 

sitio activo de la enzima podría estar ocupado por la presencia de un inhibidor y/o este 

inhibidor podría estar incrementado; y 2) la disminución 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 parámetros cinéticos de ADH en la 

reducción del acetaldehído; sin embargo, si se observó una inhibición competitiva en 

esta variante del modelo cuando se utilizó etanol como sustrato pues la Km para el 

etanol se incrementó 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 patrón 

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

 

   

Caracterización de la inhibición de la actividad de ADH hepática 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 

incrementó progresivamente, retomando sus valores normales 4 días después de la 

cirugía;  mientras que, la  velocidad máxima (Vmax) no presentó cambios significativos 

durante las primeras horas; sin embargo, al 4° día post-cirugía se observó un claro 

incremento en este parámetro (Tabla1).  Contrario a lo observado hasta este momento 

en los animales con HP 30%, los animales  expuestos a una remoción mayor de tejido 

(70%),  mostraron un patrón de comportamiento diferente en la actividad de ADH.  En 

este grupo, mientras que la Km no presentó cambios significativos, la Vmax disminuyó 

progresivamente hasta las 48 h post-cirugía retomando sus valores normales después 

de este tiempo (Tabla 1).   

 De acuerdo con reportes previos (21),  la actividad de ADH hepática es más 

eficiente reduciendo acetaldehído que oxidando etanol.  Con una HP del 30%, los 
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cambios observados en la reducción de acetaldehído semejan lo observado en la 

oxidación del etanol, pero en diferente magnitud.  La Km se redujo transitoriamente, 

mientras que la Vmax para acetaldehído se incrementó paulatinamente 

permaneciendo con valores elevados hasta 4 días después de la cirugía (Tabla 1).  En 

los animales con una HP del 70%, la Vmax para la reducción del acetaldehído vía 

ADH, decreció significativamente a las 48 h post.-cirugía, mientras que los valores de 

Km no se modificaron de manera significativa (Tabla 1).  Cabe mencionar que los 

parámetros cinéticos y los  valores de pHs óptimos observados utilizando NAD+, 

mostraron valores semejantes tanto en los controles como en los animales 

hepatectomizados (12 - 48 h post- cirugía).   Los valores de pH óptimo  (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 inhibió por la adición de 4-MP, descartando una posible participación de  

ALDH citosólica en el metabolismo de dichos sustratos. 

 Ahora bien,  la cuantificación de la proteína de ADH en la fracción citosólica de 

los animales experimentales, por medio de un ensayo de Western- Blot (Fig. 3),  

permitió observar que muy tempranamente ocurre un decremento de la cantidad de 

enzima en las muestras de HP 30%, aunque esta disminución no fue significativa.  Sin 

embargo, la cantidad de proteína aumenta de manera progresiva a partir de las 24h, 

hasta alcanzar un pico máximo a las 96h post-hepatectomía.   Respecto a lo 

observado con una HP del 70%, el patrón cuantitativo determinado es claramente 

diferente a lo de una HP del 30%;  la cantidad de proteína cuantificada en 70% se 

incrementa notoriamente desde las primeras horas post-hepatectomía,  alcanzando un 

pico máximo 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, podrían sugerir que no existe una relación 

entre la cantidad de proteína de ADH cuantificada y la actividad de esta enzima 

(Fig.3). 

 

 

Metabolismo de retinol y retinal en animales control  y hepatectomizados, vía 
ADH y ALDH hepáticas. 
 
 La actividad de ADH utilizando retinol (70µM + NAD+ 0.32mM) y retinal (25 µM 

+ NADH 0.26mM) como sustratos después de una HP 30%, permitió ver que la 

oxidación de retinol no tuvo cambios importantes, excepto por una reducción 

significativa a las 48h posteriores a la cirugía; por otro lado, la reducción de retinal  
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mostró una disminución 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 

oxidación de retinol vía ADH, siendo mayor hacía las 72 y 96 h  posteriores a la 

cirugía; este incremento estuvo acompañado por un constante decremento en la 

reducción de retinal,  comparado con lo que se observó en HP 30% (Fig. 4).  Tanto la 

oxidación del retinol, como la reducción del retinal estuvieron mediadas por la actividad 

de ADH citosólica,  esto se corroboró al adicionar a los ensayos in vitro con 1mM de 4-

MP.  La  4-MP produjo una inhibición de la actividad de ADH citosólica hasta de un 

60% en los animales control y 65% en los animales con HP 70% cuando el inhibidor se 

adicionó en concentraciones desde 0.5 hasta 2mM.  Sorpresivamente, en animales 

con una HP del 30% la enzima fue más susceptible de ser inhibida pues se determinó 

hasta un 85% de inhibición 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 análisis de la participación de las isoformas hepáticas citosólica y 

mitocondrial en la síntesis de AR (Fig.5).  La actividad de ALDH citosólica de las 

muestras control,  presentó una actividad baja al utilizar acetaldehído como sustrato 

(70µM), mientras que la actividad se incrementó hasta tres veces utilizando retinal  

(70µM) como sustrato (Fig. 5A).  En lo que se refiere a la actividad  enzimática de 

ALDH observada en la fracción citosólica obtenida de los animales sujetos a una HP-

30% (símbolos vacíos), se observó un incremento en la oxidación del acetaldehído, el 

cual inicia a las 12 h posteriores a la hepatectomía y se mantiene por arriba de los 

controles hasta las 72 h post-HP.  El efecto de HP- 30% sobre la oxidación 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 observó un ligero incremento, el cual aunque no fue 

significativo, sobrepasó al control.  A partir de ese momento, la actividad nuevamente 

se redujo hasta que a las 96 h el cambio resultó significativo (Fig. 5A).   En el caso de 

HP-70% (símbolos llenos), la oxidación de acetaldehído en la fracción citosólica se 

mantuvo prácticamente sin cambio; mientras que la oxidación de retinal mostró 

incrementos significativos a tiempos tempranos post-HP (12 y 24 h) (Fig.5A). A las 48 

h, la actividad enzimática 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 fracción mitocondrial de las muestras control, 

mostró una actividad mayor oxidando tanto acetaldehído como retinal  que lo que se 

observó en la fracción citosólica (Fig.5B).  En los animales con una HP del 30%, la 
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oxidación mitocondrial de acetaldehído presentó un incremento considerable durante 

la mayoría de los tiempos analizados post- cirugía; este efecto no se reflejó en la 

oxidación de retinal en esta misma fracción, donde solamente a las 24 h post- HP 30% 

se notó una actividad significativamente superior al control (Fig.5B).  En los animales 

expuestos a una HP-70%, tanto el metabolismo de acetaldehído como el de retinal, 

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

 

Niveles de retinoides y su relación con la síntesis de ADN en tejido hepático 
remanente después de una hepatectomía parcial (30% y 70%). 
 
 La cantidad de retinol libre y AR se determinó por el método de HPLC, mientras 

que el retinal fue transformado enzimáticamente a retinol para después cuantificarse 

por HPLC.  Los resultados obtenidos en los controles, muestran que los niveles 

citosólicos de retinal siempre superan a los niveles de retinol y no se detectó presencia 

de AR (Fig.6).  En HP-30%, los valores citosólicos de retinal decrecen muy 

tempranamente (12 h), llegándose a observar un pico mínimo 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 

drásticamente 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 acompañado 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 detectó la presencia de AR.  De estos resultados se puede inferir, que los cambios 

observados nuevamente dependen de la magnitud de la pérdida de tejido hepático, 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 algún tipo de relación entre los retinoides libres (no esterificados) que para el 

caso denominaremos retinoides totales (la suma de retinol y retinal únicamente), así 

como la relación entre retinol/retinal, tratando además de correlacionarlos con la 

síntesis de ADN, representada aquí por la actividad de la enzima timidín cinasa,  
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utilizada como  marcador  de la proliferación celular (104).  La suma de retinol y retinal, 

disminuyó significativamente durante los días 2 y 3 post-HP 30%, mientras que la 

relación retinol/retinal se incrementó significativamente.  En los controles,  se observó 

una predominancia del retinal sobre el retinol (0.46 ± 0.05 para la relación 

retinol/retinal), la cual decreció tempranamente y de manera significativa se 

incrementó  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 

relación retinol/retinal se observó de manera constante y claramente disminuida 

durante todos los tiempos después de HP (Tabla 2).   

 Haciendo nuevamente referencia en la síntesis de ADN,  a partir de la actividad  

de timidin cinasa, en este caso se observó un máximo de actividad a las 48h post- HP 

-30%, mientras que el pico máximo en la síntesis de ADN se observó a las 24h post-

HP 70% (Tabla 2).  Como se esperaba, el estímulo para la síntesis de ADN fue mucho 

más grande en los hígados de los animales sujetos a una HP -70% (26 veces superior 

a los controles; a las 24h post-HP) que lo que se observó en los animales con HP 30% 

(8.6 veces más que los controles; a las 48h post-HP), no obstante la síntesis de DNA 

alcanzó su nivel normal a las 96h independientemente de la cantidad de tejido perdido 

(Tabla 2).  En HP-30% parece que existe una aparente asociación entre el bajo 

contenido de retinoides libres,  el incremento en  la relación retinol/retinal y la máxima 

síntesis de ADN a las 48 h post-HP (Tabla 2).  Sin embargo, esta correlación no está 

registrada en los animales de 70%-HP donde la relación retinol/retinal (a las 12 h post-

HP, tiempo cuando se observa el pico de síntesis de ADN) está muy por debajo de lo 

observado en el control y la cantidad de retinoides libres no disminuye 

significativamente (Tabla 2).   

 

  

Niveles  de proteína  de unión a retinol (CRBP-1) en el tejido hepático remanente 
después de una hepatectomía parcial (30% y 70%). 
 
 Como consecuencia de la naturaleza hidrofóbica 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.  Así se  

forman productos secundarios reactivos que pudieran provocar daño de manera 

independiente a las membranas celulares, además de que permitan regular los niveles 

de retinoides presentes en el organismo.   En este trabajo, nos enfocamos en la 

cuantificación de la proteína celular de unión a retinol (CRBP-1) en la fracción 

citosólica  de nuestros grupos experimentales (Fig.6B y Tabla 3). En los animales 
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sujetos a una HP 30%, se presentó un incrementó significativo en la concentración de 

CRBP-1, cuantificándose la mayor concentración a las 24 h post-HP.  Posteriormente, 

los niveles de proteína regresaron a su estado normal  aproximadamente a los 3 días 

post-cirugía; sin embargo, después de este periodo (96 h post-HP) se observó una 

disminución significativa  en los niveles de esta proteína (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 cirugía; sin 

embargo, la cantidad de proteína se ve afectada hasta las 48 h posteriores  (Fig. 6B y 

Tabla 3) cuando presenta una considerable disminución cuyos valores 

estadísticamente significativos.   

Si retomamos todos los resultados analizados hasta este momento, y los 

comparamos con los encontrados sobre la expresión de la proteína CRBP-1 

nuevamente observamos que se presenta un patrón 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 inhibición de ADH durante la oxidación 

de retinol, inducida por concentraciones variables de etanol (de 0.01 hasta 25mM).  

Los controles mostraron una  inhibición competitiva de la oxidación de retinol por la 

presencia de etanol con una Ki (constante de inhibición) de 90 µM; resultado que fue 

semejante a lo encontrado en HP-70% (Ki 130 µM).  Contrario a este resultado, los 

muestras de HP-30% presentaron una Ki  para etanol muchísimo más elevada que los 

grupos anteriores (1.06 mM). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 78



 
DISCUSION 

 

Siendo el principal órgano encargado del almacenamiento y metabolismo de 

una gran cantidad de compuestos, el hígado es además el sitio donde se llevan a cabo 

los principales mecanismos de desintoxicación. Aunado a esto, el hígado posee la 

cualidad de regenerarse, característica que lo ha hecho objeto de estudio desde hace 

décadas. La regeneración tisular en general y específicamente la regeneración 

hepática, es un proceso complejo que involucra  cambios en importantes vías 

metabólicas con la finalidad de inducir  la replicación del ADN, la división celular y 

finalmente la recuperación del tejido perdido (92,93).  Así pues, siendo el hígado una 

de las principales rutas de desintoxicación del organismo, cabe mencionar que la 

regeneración hepática es inhibida de manera muy importante por la ingesta de etanol.   

Como se sabe la ADH hepática participa en la eliminación u oxidación del etanol, pero 

no es esta la única función que posee.  La ADH presenta un amplio espectro de 

afinidad por diversos sustratos, dentro de los cuales se pueden mencionar  esteroides, 

ácidos 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 pensó que la ADH 

podría estar participando de manera importante en el control de la proliferación celular 

durante la regeneración hepática inducida a través una HP en los animales 

experimentales.  Cabe aclarar, que la eliminación de 70% del tejido hepático induce 

una inhibición de la actividad de ADH utilizando etanol como sustrato, esto se observó 

al administrarles etanol in vivo a animales sujetos a una HP del 70% (104).  También 

se detectó que la cantidad de proteína de ADH presente estaba incrementada en estos 

animales, y al administrarles in vivo 4-MP (inhibidor de ADH hepática) la regeneración 

hepática se inhibió.  Todos estos datos, condujeron a suponer que probablemente las 

enzimas ADH y ALDH podrían estar participando de manera activa en el metabolismo 

de sustratos endógenos necesarios en el proceso de regeneración; como podrían ser 

los retinoides (113).  Desde esta perspectiva, el trabajo estuvo dirigido 

específicamente hacia el estudio del metabolismo de los retinoides durante la 

regeneración hepática posterior a una hepatectomía parcial; y la posible participación 

de las enzimas ADH y ALDH en la síntesis de AR, compuesto involucrado en el 

desarrollo embrionario y diferenciación celular entre muchos otros  eventos 

fisiológicos. 

 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 acetaldehído 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 metabólicas encontradas en nuestros sujetos experimentales, 

permiten decir que en los animales sujetos a una HP-70% (24h. post-hepatectomía) se 

observa una inhibición enzimática no competitiva  en el metabolismo de etanol y 

acetaldehído si comparamos los resultados con lo observado en los animales control. 

Como mencionamos en la sección de resultados, esto podrían explicarse de dos 

formas: 1) desde un punto de vista catalítico, el sitio activo de la enzima podría estar 

ocupado por la presencia de un inhibidor y/o este inhibidor podría estar incrementado; 

y 2) la disminución en la cantidad de enzima y por lo tanto cabría esperar una 

disminución 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 presentó una inhibición competitiva (Fig.2 y Tabla 

1) esto permitió sugerir que el efecto causado por la HP sobre la actividad de la 

enzima estará en proporción a la cantidad de tejido perdido. También se observó 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 está en correspondencia con la cantidad de enzima presente (Fig.3). Esta 

discrepancia, podría deberse a una posible participación de la enzima en el 

metabolismo de sustratos endógenos necesarios durante la regeneración del tejido 

perdido.  En trabajos ya publicados, se ha mencionado que la expresión de ADH-I 

mRNA aumenta en el hígado en regeneración inmediatamente después de la cirugía 

(114), y la expresión en diversos órganos del gen Adh-1 (que codifica para ADH-I) 

parece estar involucrado en la expresión de otros genes en diversos eventos 

fisiológicos (118,119).   

 Además de participar en el metabolismo del etanol, la ADH se ha asociado de 

manera indirecta con la proliferación de cierto tipo de tejidos tumorales aún cuando se 

desconoce la relación que existe entre la ADH y los niveles de proliferación celular 

(120).   De la misma forma, se piensa que miembros de la familia de las ALDHs 

podrían estar involucrados en eventos desencadenados durante el desarrollo de 

tumores cancerosos pues estas enzimas muestran cambios en su actividad y 

expresión en hepatomas inducidos en ratas (100).  Queda claro que ambas enzimas 

podrían tener una participación importante en la proliferación celular,  por lo menos 

bajo condiciones experimentales. Todo esto nos mueve a considerar que la idea 

postulada en este trabajo está bien fundamentada y que aún cuando existe 

controversia respecto a la participación 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 regeneración hepática es 

de suma importancia y está mediada por ambas enzimas.  

 

 

¿Por qué considerar a los retinoides?:  

Los retinoides fueron de especial interés debido a su participación en eventos tan 

importantes como son mitosis, diferenciación celular, desarrollo embrionario y la 

síntesis de AR involucrado de manera directa en la transcripción de una gran cantidad 

de genes (11).  La síntesis de AR requiere de un proceso constituido por dos etapas; 

la primera es la oxidación del retinol para dar lugar al retinal (aldehído); la segunda, la 

conversión del retinal en AR siendo la primera reacción el paso limitante en este 

proceso (119).   En este sentido, es pertinente mencionar que Collins y colaboradores 

(131), determinaron que la administración oral de 4-MP a ratones provocaba una caída 

en la síntesis de AR de hasta 9 veces.   En este punto,  diremos que nosotros 

encontramos que la fracción citosólica de las muestras de hígado 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 participación de ADH-I en este evento.  

Aún cuando la oxidación de retinol se  ha  atribuido a la actividad  de una retinol 

deshidrogenasa citosólica, que además es idéntica a la ADH-IV, esta enzima se 

localiza predominantemente en estómago estando ausente del tejido hepático (11). 

Hasta aquí podemos sugerir que la enzima ADH-I podría estar involucrada en el 

metabolismo de retinol en el hígado después de una  HP.   

Ahora bien, como se ha estado mencionando la conversión de retinal en AR 

está delegada a la acción de las enzimas ALDH y principalmente a la ALDH-1 y se 

sabe que durante el desarrollo embriológico, algunos miembros de la familia de ALDH 

están involucrados en la síntesis de AR (120).  En este laboratorio, y bajo nuestras 

condiciones de trabajo encontramos que en las fracciones citosólica y mitocondrial, los 

valores registrados para la oxidación del retinal fueron mayores que lo que se obtuvo 

para el acetaldehído y de hecho la fracción mitocondrial mostró mayor eficiencia en 

este evento (Fig.5).  Además, debemos considerar que la cantidad de tejido removido 

afecta de manera distinta la actividad citosólica y mitocondrial en la oxidación de 

retinal y acetaldehído siendo la remoción de un 70% de tejido la que más favorezca la 

oxidación de retinal (Fig.5).  Parece ser que en la HP-70%, el metabolismo de 

retinoides está eficientemente regulado por ambas enzimas dando como resultado la 
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conversión de estos compuestos en AR; la reducción en el contenido de retinol libre y 

la disminución en la relación retinol/retinal parecen ser requisitos necesarios en la 

progresión de la proliferación celular (Fig. 6A, Tabla 2). 

 

Por otro lado, el incremento en la capacidad enzimática de la fracción 

mitocondrial para oxidar retinal y transformarlo en AR en el hígado en regeneración, 

permite cuestionar si in vivo el AR se sintetiza en la mitocondria, y si esto es así, ¿cual 

es el significado que esto tiene durante la regeneración hepática? Independientemente 

de cual sea la manera en que el retinol llegue hasta las células blanco donde es 

requerido (a través de interacciones hidrofóbicas con la membrana plasmática o por 

endocitosis), se sabe que existe un grupo de proteínas a las cuales el retinol se une, y 

que sirven como moléculas transportadoras; estas proteínas se denominan CRBPs 

(124).  La CRBP-1 tiene como función concentrar o transportar el retinol hasta los 

sitios donde el AR puede ser necesitado en altas concentraciones, actúan como un 

mecanismo sensor de los niveles de retinol (124), además de conferir especificidad de 

síntesis 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 citosólicas y microsomales de 

retinol deshidrogenasas, dependiendo del estado de óxido/reducción celular (126).  

Por otro lado, CRBP-1 también puede proteger a las células contra las propiedades 

anfipáticas de los retinoides, evitando el posible caos que se generaría con la 

presencia de retinoides libres sin chaperonas (111).    

 Con relación a esta fase del trabajo, los resultados que obtuvimos coinciden 

con lo antes mencionado; la proteína CRBP-1 muestra cambios en su expresión  como 

respuesta al contenido de retinol y retinal presente el hígado remanente (Fig.6B y 

Tabla 3). Este fenómeno se ve de manera más clara en HP-70%, pues la disminución 

en la concentración de retinol en la fracción citosólica coincide con una disminución en 

la cantidad de CRBP-1 cuantificada; mientras que en HP-30%, estos cambios parecen 

atenuados.  Estos datos podrían indicar que existe una regulación bien definida en la 

transformación de retinol en AR durante la regeneración hepática en rata.  Ahora bien, 

el hecho de que no se detectara AR en el hígado remanente, podría 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 podría participar en eventos de toxicidad que afectarían de manera 

directa la proliferación celular (111). 

 Siguiendo esta línea de investigación, y como se mencionó en párrafos 

anteriores la regeneración inducida por hepatectomía, es un evento altamente sensible 
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a la acción del etanol; la síntesis de AR se reduce como consecuencia probable de la 

inhibición competitiva desencadenada por el etanol durante la oxidación del retinol 

(132) más que por el hecho de que el etanol pudiera inducir un incremento en la 

degradación de AR (88).  Después de una ingesta de etanol la concentración de este 

compuesto en los tejidos excede con mucho la cantidad de retinol reportado 

normalmente (133); de tal manera que como se mencionó en párrafos anteriores 

puede ser que exista una inhibición competitiva del etanol hacia el retinol durante la 

oxidación de este último vía ADH bloqueando de manera muy importante la síntesis de 

AR.   Esto explicaría en términos de síntesis de AR el desarrollo del síndrome fetal 

alcohólico durante el desarrollo embriológico 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 acetaldehído decrece significativamente; mientras que en HP-

30%, dicha actividad disminuye de manera no significativa (Fig.1).  Este evento 

nuevamente indica una relación entre la cantidad de tejido perdido y la actividad de la 

enzima (Fig.2, Tabla 1). Además se sabe que durante las primeras horas de 

regeneración 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 proteína 

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 

análisis del ensayo de Western Blot (Fig.3); y hasta este momento, los resultados 

expuestos tanto para la actividad de ADH como su expresión muestran una clara 

discrepancia. 

 Los datos obtenidos en este trabajo, apoyan de manera enfática nuestra 

hipótesis de trabajo; y aún cuando desconocemos el significado real de lo que 

observamos en el hígado en regeneración como la disminución en la cantidad de 

retinol presente, o el incremento en la cantidad de proteína de ADH; e inclusive la 

disminución en la actividad de la enzima entre otros aspectos,  creemos pertinente 

proponer que durante la regeneración hepática compuestos endógenos como los 

retinoides están involucrados de manera importante, y que las enzimas ADH y ALDH 

llenan los requisitos necesarios para postularse como el mecanismo enzimático capaz 

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

De este trabajo podemos concluir  que: 

1. Después de una hepatectomía parcial, (HP-70%),  las células 

hepáticas en estado proliferativo presentan una baja actividad de 

ADH metabolizando etanol y acetaldehído, lo cual de acuerdo con los 

resultados obtenidos corresponde a una inhibición no competitiva, 

inhibición que podría 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 endógenos como 

podrían ser los retinoides necesarios para el hígado en regeneración 

y a la participación de las enzimas ADH y ALDH en el metabolismo 

de estos compuestos.   

2. Esto nos permitió proponer, que en la regeneración hepática como en 

muchos otros fenómenos fisiológicos, la coparticipación de los 

retinoides y de las enzimas ADH y ALDH podría ser de crucial 

importancia para llegar de manera perfectamente bien ordenada al 

final requerido por el organismo.  

3. Aún  cuando se conoce  que el AR regula la expresión de una gran 

variedad de genes durante el desarrollo embrionario, crecimiento y 

diferenciación celular, etc. (127), este es el primer trabajo donde se 

trata de exponer la importancia y posible participación de ADH y 

ALDH en el metabolismo de los retinoides y los cambios observados 

durante la regeneración hepática posterior a una hepatectomía 

parcial.  

 

Finalmente, cabe mencionar que la dificultad para marcar límites funcionales 

dentro de un complejo biológico cualquiera que sea, disminuye la posibilidad de 

entender y explicar de manera independiente la importancia fisiológica 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 interrelación, dando a cada 

parte la importancia funcional que le corresponde.   

El estudio independiente de cualquier sistema, aporta el conocimiento 

necesario para aclarar solo una pequeña parte de un rompecabezas, pero es con la 

unión de cada parte como se puede llegar a descubrir lo que hay más allá 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 áreas de investigación, 

el utilizado en este trabajo nos da mucho para estudiar.  El estudio de la relación 

retinoides- ADH y ALDH  en la regeneración apenas comienza, y como lo mencioné en 

párrafos anteriores este es el primer trabajo que trata de mostrar la importancia 

fisiológica de estos tres componentes dentro de un sistema.  Aún cuando este trabajo 

terminó, quedaron muchas dudas por aclarar e ideas para llevar a cabo por ejemplo 

¿Qué efecto tendrá la administración de retinoides en sus diferentes formas (retinol, 

retinal y AR) en animales hepatectomizados en 30% y 70%? ¿Qué sucedería si a los 

animales hepatectomizados se les administra etanol y retinoides? ¿Qué sucedería si 

se les administra 4-MP y retinoides en sus diferentes formas?  Estas son sólo 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 

podríamos decir que de vida larga. 
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Tabla 1. Constantes cinéticas de ADH citosólica utilizando etanol y acetaldehído 
como sustratos en animales sujetos a 30% ó 70% HP. 

     

Tratamiento Etanol Acetaldehído 

Tiempo post- 
hepatectomía 

 

Km  (mM) 

 

Vmax  (min
-1

) 

 

Km  (mM) 

 
Vmax  (min

-1
) 

 

Controles 

 

0.09 ± 0.02 

 

47.4 ± 2.4 

 

0.012 ± 0.004 

 
110.3 ± 12.1 

 

Ratas con 30% HP 

12 horas 0.17 ± 0.05 51.9 ± 3.2 0.034 ± 0.009* 
144.1 ± 10.1* 

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 están expresados como el promedio ± ES en una n=5  individuos 
por grupo experimental. Estadística: *p<0.01 comparada contra el control. 
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Tabla 2. Contenido y relación de retinoides, y actividad de Timidin en animales 
sujetos a 30% ó 70% HP. 
 

Tratamiento Retinoides Actividad  de Timidin  cinasa 

Tiempo post-
hepatectomía 

Retinol + 

Retinal 

Retinol / 

Retinal 

nmols • min-1 • 
mg-1 of proteína 

Veces sobre el 
control  

 

Controles 

 

16.1 ± 2.0 

 

0.46 ± 0.05 

 

0.18 ± 0.04 

 
----- 

 

Ratas con 30% HP 

12 horas 12.4 ± 2.3 0.19 ± 0.03* 0.25 ± 0.04 
1.4 ± 0.2 

24 horas 13.1 ± 1.6 1.43 ± 0.17* 0.68 ± 0.11* 3.8 ± 0.6* 

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 

12 horas 17.2 ± 4.3 0.08 ± 0.02* 0.28 ± 0.04 
1.5 ± 0.3 

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 están 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-1 de proteína citosólica.  Estadística: *p<0.01 comparada con los 
controles. 

 87



Tabla  3. Análisis densitométrico del Western-blot para CRBP-I y su relación con 
el contenido de retinol en animales sujetos a 30% ó 70% HP. 

     

Tratamiento CRBP-I en citosol Retinol en hígado 

Tiempo  Veces sobre el control  (nmols • mg-1  de  proteína) 

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* 5.4 ± 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 ± 0.7* 

72 horas 0.73 ± 0.09* 2.8 ± 0.7* 

96 horas 0.88 ± 0.11 3.8 ± 0.8 
 
Los resultados son el promedio ± ES de tres análisis independientes de  
Western-blot como se muestra en la Fig. 5B, y utilizando ß-actin como marcador 
de carga. Los resultados están expresados como veces sobre el control, lo que 
corresponde a 15.3 x 103  unidades arbitrarias. El contenido de retinol  en hígado 
se tomó de la Fig. 5A. Estadística: *p<0.01 comparado con el  control. 
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FIGURA 3. 
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FIGURA 4. 
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FIGURA 5. 
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FIGURA 7 
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