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L)
The present work shows several concepls and selhodologies, used to delersine Lhe influence of Lhe rede
polentials on the iplersediary asetabolise in rat liver with special remark on their regulatory activity and
_ thelr funclfon as “eneryy transducers®.

The research results show Lhat:

8) Glulaaic acid. r-hydrazide produces a dual effect (activation-inhibition} on the salate-sspartate
shuttle in liver depending oo its doses;

b} Adenosine has two effects on the celluler redoc states: one favors the sitochondrial enlry of
salate; ihe olher changes the ulilization of reducing equivalenls by the apsl impertanl in vivo ‘in
equilibriua® cylopiasaic delydrogenases;

ct An eaponential relationship exisls Lelween the cytoplasmic DAD/HADH and the triacylglycerides
concentration in  liver;

d} There is an iaportant role of the clirate-pyruvate cyclie on the welabollc requiation in liver,
adinly on lipid selabolica;

e) The equilibriua belween dehydrogenases in cytosol does nol existy

f} 1l is soggested Lhal the increase in hepatic iriacylglycerides due to ethanol intosicalion is a
direct effect on hepalic selabolisa, contrary to the idea of fat aovilization; and,

9) Tt was descnsiraled thal several selabelic pathways are affected by setabolic fluses {hrough the
internel aitochondrisl sesbrane,

The aethodological results show Lhal the sample acquirence by a direct deproteinizing hosogeniiation with
perchlordc acid  develeped in our laboralory is the most sccurale aelhod to oblain acid estracls fros Jivers
and thal 2 sultienzyaatic assay for  kelo zcids deleraination ({pyruvate, dihydrosyacetone phosphale,
vtaloacklate, and aceloacelale), also designed by Ahe suthor, Is the easiesl way to oblain resulls wilh Vesser
needs of tiae, sanple voluse and sasple handling.
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El presente trabajo precenls vna cerie de conceplos v welodologlas wtilizadas para delerainar 1s
influentia de 1ps potencisles redos schre Tac 21as englobadas como setaboliseo inlersediario en el higado de
rata, ton infasis en sus aclividades requladeras y susz funciones coso sislesas "tranzducliores de energla®,

Los resuliados de invesligacita suestran ques
3} La 1-hidrazida de Xcido qluldaico produce un efecto dual (activacidm-inhibicidn} a nivel de la
tanzaders de malalo- asparlasto en el hlgade, dependizndo de 1a doesis wlilizada;

' bl La adenosins liene dos efectes spbre Jos eslados redox  celulares; une favorece 12 enlrads de
aialato hacia 1a aflocondria cugiridndase que es debido a un ausento en la poza de nucledtidos de adeninag el
olro produce casbios en Ja caplacitn de equivalentes reductores por dos de las deshidrogenasas cilopldsaicas
consideradas en equilibrio in vivog .

t) Se enconlrd wna relacidn de lipo exponencisl enlre los valores de la relacidon WAD/JHADH y los
njveles de triacilglictridos hepdlicns;

db Se  desveirb iz faporlanle participacidn del ciclo de cilrato-piruvalo en Ya requlacidn del higade
esprcialmente en Jo que a setabolises de Dlpidos ze refiere;

¢) 5S¢ dempstrd que el esperado equilibrio de dechidrogenasas para ta wlilizacidn de equivalenles
reductores no se cusple en el tiloplasas;

fl  Se sugiere que el acdmulo de triacilglicdridos en el higado por unz ingesta dessedids de elanol
es un edeclo direcio sobre el setaboliswo hepitico y na una alteracidn en la movilizacidn de grasasy y

gl  Se demosird cosg diversas vias selabdifcas se encuentran afectadas por los flujos de selabolilos
# lravts de la  seabrana sitocondrlal interna, sadificados preferentesente por los  potenciales redos
telulares,

Los resultados setodoldgicos desuestran que Ia oblencidn de avestras por hosogenizacidn deproleinizadors
directa con cido percidrico desarrollada en el lihoralorio es el sattodo wis sdeceado para pbiener estractos
yeidos de higado v que un sislesa aullienziadlico para !a delersinacidn de cetodcidos (piruvalo,
dihidroafacelona fosfatp, oxalpacetate v aceloacetslo), lambila disefado por el autor, facilila la oblencidn
de resuftados con  menores requerisientes de ticapo, suestra 4 sencio de Ja missa.
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1. INTRODUCTCTIORMN

funyue ho s tonozca, esiste el ndaers de
las estrellas  y el nbwero de los granos de zrena. Pero lo
que exjsie vy no s puede conlar y se siente aqui denktro,
eeige uns  palabra para decirlo, Esta pelabra, en este
casa, serla inmensidad, Es coso uns palabra. hlseda de
aislerio. Con €lla no se necesita contar ni das eslrellas
ni los granos de arena, Hesos casbiado e1 conocisienta por
1s eaocila: que e5 Lasbiln una wsanera de penetrar en 12
verdad de las tosas.

Ermilo fbrew Gomez: Canek

1.1. ANTECEDENTES

Los conocimientops iniciales gue demuestran la impor—

tancia que tienen los procesos de oxidorreduccidn biolégica para .

el fenbmeno de la wvida, este dltimo considerado como un proceso
dependiente opbligado de energla, se remontan  al tiempo de
Lavoisier (1743—17%4; franciés 1-2); este cientifico demostré que
sus prgani smos a;cpr-_-rimenl.al es utilizaban oxlgeno del aire y lo
reemplazaban por bifixido de carbono y agua. Asl mismo, demostro
jue este mismo tipo de organismos, sometidos a un ambiente sin
oxigenn, morian al poco tiempo. Debidou a estas observaciones
spbre organismos superiores se generalizd, en la epoca de este
singular cientlfico, gque todos los organismos vivos requerian de

la presencia de oxlgeno para su supervivenciaZ«>_
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Posteriormente Louis Pasteur (1822-1895; franc2st-9)
encontry que ciertas Iev;duras podian scbrevivis oo srorementtooofe
oxlgeno, es decir en condiciones anaerdbicas. La reécnciliacidn
entre las observaciones de Lavoisier y Pasteur: ée 1levl a =200
en @1 momento en gque se demostrd gque algunas vias metabdlicas.
destinadas a la captaciim de energia para 1a. posterior
utilizacidn celular de la misma, pueden realizarse en éusehcia de
oxlgeno mientras nue otras son dependientes obligadas del wmismaS,
De esta manera, existen organismns gue pueden sobrevivir
utilizando exclusivamente las primeras, mientras gque otros

requieren necesariamente del uso de las sepundas.

Aplicando los conceptos mencionados a conocimientos
actuales, se encuentra gue en algunos procesos aebtabdlicos gue
permiten la supervivencia de ciertas cdlulas no se lleva a cabo
la odidacibn completa de la molé&cula metabolizada (en el caso de
las levaduras de Pasteur 1la glucdlisis hasta etannl era la via
que permitla 1la super§ivencia de dichos organismos), por lo que
no se requerird oxigeno para gue e1 orqanismo sobreviva., Por
otro lado, las vias metalbdl icas que son dependientes obligadas de
oxigeno toman a los intermediarios parcialmente oridados y llevan
a cabo wuna oridacibn Lotal de 1a molécula hasta bidxido de
carbonn y agua {especificamente hablando son las vias metabdlicas

relacionadas con la respiracion celular4-7),

Ya en este siglog, un cientifico aleman nacionalizado

inglédsy Sir Hans A. Krebs (1200-1981,7), premio Nobel de
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Fiéinlogla y HMedicina en 1953, fue la piedra angular para el

3

avance de los " conocimientos respecto a oxidorreducciones
bioldgicas, con una produccidn cientifica y formacidn de recursos

humanos extraordinaria. El vy su grupo, gue a 1lo largo del

tiempo incluyd gentes del calibre de Hansselait, Cohen, Rathner y.

VYeech han sido los que, de una forma u otra, han fundamentado lns
conceptos de estado redox vy sus implicaciones dentro del

metabolismo intermediario hepatico®-1o,

Entre Lavoisier y Pasteur y Krebs exisitieron un gran
nimero de investigadores sobre el area. Nuestra intencidn agul

no es la de dar pormenores histiricos exaustivos sino solamente

reconocer el papel de iniciadores de la investigacidn en el area

de los dos primeros y demostrar la gran admiracidn que se tiene

por el dltimo.

1.2. CONCEPTOS FUNDAMENTALES

Es un conocimiento basico el hecho de que l1a oxidaciadn
de una molécula conlleva liberacidon de energlat*?—:=, Esta
energla ha sido ftuantificada en un  sinndmern de moléculas por
medio de 1la bomba calorimdétrica, en donde 1la energia del
compuesto s desprendida en forma de calor'2. Pero, de donde
proviene la energla liberada en los procesous de oxidacion? Para
contestar esta pregunta  debemos mencionar los conceptos  de

energia de enlace y energia libre?™,
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La energia de enlace es también denominada energia
quimica vy reprgaeﬁta una forma de energlia potencial ia cual esta
presente en las moléculas como resultado .del movimiento de sus
electrones, asl como de la disposicign de los dtomos dentro de
sus - molécul as i, Se le considera concentrada o almacenada en las
ligaduras gque existen entre 1?5 atomos que componen uns molE&cula.
éuandn una molécula se so;eﬁe a oxidacion; la energla de enlace
se desprende en forma de energla libre definida como e1
conltenido calivico de una substancia mas la energla que conliene
en virtud de su estructura intrinseca {entroplat=)., Cuandao la
energla de enlace se desprende como energlia libre debido a un
proceso oxidativo esta fGiltima puede ser disipada en forma de
calaor o utilizada para 1llevar a tabo alguna clase de trabajo?¥,
El casto clasico de transduccidn de energla (qurmica a calorifica

y trabajo) es la lpcomotora de vapor.

A nivel bioldgico, la c&lula, como unidad de estos
sistemas, tiene mecanismos por los tuales puede oxidar lentamente
{en varias reacciones parciales) ciertos compuestos, ya sea en
parte o tolalmente para utilizar la energla de enlace contenida
en ellps con el £in de llevar a cabho trabaijo celular®<—is Esto
1o hace generando compuestos que sirven de intermediarios para
las reacciones bioldgicas en las que se requiere enerygia

{procesos de transduccibn de energlal.



ESTAD0 REDOY EM HETHBOLISHO

Para ampliar el tema a nivel bioldgico, se debe
mencionar gue existen dos tipos de organismpns bioldgicos
dependiendo del tipo de energla que utilicen para snlmr:evivir: los
vrganismns autdtrofos y lps organismos heterdtrofos {(en la figura
1 se muestran los ciclos de ambos tipos de organismas). Los-

organismos conocidos como autbtrofos son aguellos gue tienen como

ANABOL ISHMO POLIMERQOS
EIDSINTESIS P - POLISACARIDOS
REDUCCTORN - TRIACILELICERTDOS
EMERGIA ~ FOSFOLIPTOOS
ENTROFIA - PROTEIHAS
L - DA ¥ REA
MONOMEROS

- BLUCOSH

- aCID0S ERASOS
- ANIHORMCIDOS
- BASES HITROBEMADAS

=

FIJACTON
PE C Y N

hm.—CD: + qu -+ NHq"'

-

"~ ENERGIA SOLAR

e
4 CATABOL ISHMO
ENERGIA GQUIMICA BEIODEGRADACION

FORMACIQON DE

OTROS TRANSDLICTORES axIDACION

TRAMNSDUCTORES DIRECTOS: EHERGIA

DE EMERGIA - ATP ENTROPIA
— NADLCPIH

PROCESOS FISIOLOGICOS
- TRAWSPBATE ACTIYD
- QUIMIOTALLS
- COHDUCCION HERVIOSS
- CONTRACCION HUSCULAR

Figura |t Esquems genetasl del metabolicso celular. En Bl se hace distincién de las viss setabdlicas que
sty 1levadas a  cabo ecclusivasenle por organissos  sulblrofos [lineas punteadas]. Se suestra tuabidn el
antagoniseo enlre catabolisso v anabolisso y coso se inlerrelacionan los procesos de ulilizacite y generacidn
de energla por aedio de las "transductores de energla®,
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fuente de energia b55icamente, a las radiaciones solares. Estos
organismos poseen sistemas enzimalkicos capaces de transducir l1a
energla luminosa a energlia de enlace con 1o gque llevén a cabo la
fijacidn bioldgica de carbono vy nitrédgeno generando moléculas
bioquimicas complejas (glucosa, Acidos grasos, etc.) a partir de-
mpliEculas simples como bidrido de carbono, amonio y agua o
realizan trabajo celular uwltilizando esta energla még o menos.

directamente.

Por otra parte, los organismos heterdtrofaos (fig 1),
carecen de la maguinaria transductora de energla luminozsa a
energla de enlace!'!%, por 1o gue para subsistir regquieren de las
mbleculas con alto contenido de energia que son sintetizadas por
los nrganisﬁns autdtrofosi®. 14 En el casn de organismos
superiores {organismos heterdtrofos obligados) las Ffuentes de
energla celul ares deberin ser las molé&culas ya mencionadas con un
alto contenido de energia de enlace®~'«, Como ejemplps de estas
mol #culas tenemos las mencionadas en la tabla 1. Como es de

esperarse erstos ejiemplos demuestran que las moléculas que pueden

SURSTANHCTA CAal POR GRMAMO
BLUCOSA L7
SnCAROSA 3.98
ALAIDOH 1.2
LIP1c0s 9.4
CASEIRA 5.
URE# 2.3
CREATIHINA .5

Tabla 1t Ejesplos de wollculas bioldgicas que poseen gran cantidad de energla de enlace,
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ser utilizadas por la célula para la obtencidn de energla son
!mnléculaé con un grado de reduccidn relativamente alto y entropia
relativamente baja. Estas moléculas poseen ln; enlaces de
mayor contenido energético celular, vya que poseen ligaduras

carbono—carbono Que a su vez son los enlaces fguimicos mas-

reducidos en sistemas biolbgicos. N

Para concluir, se sabe que los dos elementos mas
abundantes en los organismos vivos, carbono e hidrdgeno, =13
encuentran en el medino ambiente como bidxkido de carbono y agua,.
compuestns simples, altamente oxidados, estables y con muy poca
energia libre. Estos ol timos campuestos, bidxkido de carbono y
agua son, a su vez, los compuestos mas importantes de excrecioan
e carbono, hidrdgeno v oxigeno de organismps superiores (fig.
1%4-.24), Gi pn este punto regresamos a 1las pbservaciones de
Lavoisier, podemos concluir gue la respiracitm de cualquier
organismo superior (captaciim de oxigeno y excrecidn de bidxidao
de tcarbono y agua) es indicacidn clara de gue los compuestos de
carbono con un alto contenido de energlia de enlace son oxidados
para gque esta energla contenida en ellos sea utilizada para

realizar trabajo celular.
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1.2.1,_Beneraiidades sobre funcidn celular

Como se deiélla en la figura 1, podemos dividir los

evgpF05 celulares tantu de organismos autdtrofos como de.
heterdlrofos en dos grupos: procesos binqyinicos o metabolismo vy
procesos fisinldgicos. El primer grupo se subdivide en
catabolismo vy anabolismo comp procesos yurtapuestos: el
catabolismo comprende la serie de reacciones oxidativas que
realiza cualquier organismp vivo y tiene como fin Gltimo el hacer
posible para la c&lula, el utilizar la energia potencial
cnntenida‘ en-- los sustrateos complejos con . cierto grado de
reduccidpnds—i& Dee manera inversa, 21 anabolismo utiliza esta
energla potencial para sintetizar moléculas reducidas Y
altamente ordenadas necesarias para la c@2lula. Finalmente los
eventos fisiolbgicos celulares son agquellos en los cuales 1la
energla gulmica liberada durante e1 catabolismo de moléculas
complejas es utilizada en fentmenos de trabajo celular dentro de
1los cuales podemos incluir a las agtividades celulares de
transporte a través de membranas, la conduccidn nerviosa, la

contraccibdbn musccular, etc.

Dentro del complejon sistema metabdlico de una célula
existen diversas moléculas con la finalidad de ser los medios de
conexibn entre los procesos catabdlicos (donde se libera la

energla potencial de cierbtos compuestos) v los procesos

anabdl'icos vy fisioldgicos (donde se requiere de esta energia .

.,.'EM:-..
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para gue el procesn se lleve a cabo) " a los cuales 11l amaremos
transductares de energia en donde destacan los nucledtidos de
adenina vy los dinuclebtidos de nicotinamida v adenina {(figura 1).

Como se puede inferir del texto y de la figura 1, la funcidn de

los transductores de energia ess la de servir como enlace entre.

los procesos oxidativos que liberan energla y 1los procesos
celulares que la reguieren (anabolismo y/o procesos fiénlbgi:ns),
cumpliendo dos Funciones para la célula: son almacenadores
momentaneos de energia y la acarrean desde donde se esta

generandt hasta donde se estd requiriendo.

La importancia de los dinucledtidos de nicotInamida y
adenina v 1los nucledtidos de adenina es que son los dnicos
transductores que captan energla directamente de las vias
catabdlicas; el primer grupo 1liga a los equivalentes reductores
generados en las reacciones de oxidorreduccitn {reacoiones
redox*?), mientras que el segundo almacena la energla en forma de

enlaces de "alta energia”™ {enl aces anhidrido de acido

fosfirico2®) denominandase a estas Altimas reacciones,
fosforilaciones a nivel de sustrato. En la figura 1 se ha

tratado de esguematizar que todos 1os demas transductores de
energla se generan, de una forma u otra, a partir de los

transductores directos.

Tanto las reacciones redox comn las fosforilaciones a
nivel de sustrato son de impartancia para la posterior

utilizacién de energia por la ecélula, pero depende del tipo de
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c2lula vy de las cpndiciones en las que se encuentre el gue
utilice el priner tipo de reacciones o el segundo. Asl células en
estado de anaercbiosis (mlsculo, levaduras, etec.) o qﬁe o poseen
mitorondrias (eritrocito), tendran como fuente de energia
exclusivamente a las Ffosforilaciones a nivel de sustrato,.
mientras que c2lulas que se encuentren en ?érnbioﬁts {siendo este
el caso del hlgado en condiciones fisionldgicas) tendran como
fuente principal de energla a las reacciones redox, ya gque en
estas ciélulas la via que oxida totalmente 8 los equivalentes
reductores ligados a los dinuclebtidos de nicotinamida y adenina
(cadena respiratoria) y gque gensra un potencial protomotriz en la
membrana mitocondrial interna;-7-“, estd acoplada a un proeeso
de captacitmm de energla por 1los nucledtidos fosforilados de
adenina mhs eficiente gue la fosforilacidn a nivel de sustrato y

nue se denomina fosforilacidn oxidativar®,
1.2.2. Fundamentps del estado de
oxidorreduccidn celular.
El grupo de dinuclebtidos de nicotinamida y adenina

{gue son 1ps encargados de transducir 1a energla contenida en los

'equivalentes reductores) consta de dos especies moleculares: la

—10-—
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siﬁple {(NAD) vy la <Fosforilada (NADPI27_ En la Figura 2 se
muestra la Fiéwrmula desarrollada de los dinucledtidos y  su
reaccidn general de oxidorreduccidn, Existen ntr‘cr_:‘. tipos de
aceptores de equivalentes reductores dentro del metabolismo (FAD,
FMN, citocromos) pero 2stos, o se encuentran ligados fuertemente.
a 1las protelnas (grupos prostéticos*”}) a =4 actividad se
encuentra confinada al medio lipldico {(coenzima ﬂ’o),l por lo gque

no tienen la actividad dinamica del NAD y NADP.

Debido a gue NAD y NADP y sus contrapartes reducidas se
encuentran libreg en el aedin, de tal manera que pueden
interactuar con diversas enzimas en el metabopli=zmo (actiwvidad
dinamica o de transdurctor), se generd un conceptoc fundamental
para entender comp estos. acarreadores de eguivalentes reductores

l1levan a cabpo regulacidn metabdlica en base a las constantes de

equ;l:brlo de. ,_al Ul’li_s de las enzimas gue utilizan al NAD y al
T o, E\ T
h it :'\.iCOlhffa.r[lC‘:f\
el J
N
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Figura 2: Fleaula desarrollada de los dinucledtidos de nicotinamids y adenina y su reaccibn qeneral de -
pridorredulcion.
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NADP. Este cnnceptb es el de estado de oxidorreduccidn celular
(estado redox) Que se considera como el valor del cociente de las
farmas oxidada y . reducida de los dinu:leﬁtidﬁs en los
compartimentos especificos®?*, expresandose de manera estandar
como:

INAD1 [NADP]

__________ ¥ ————————

INADHI CENADPHI

en donde cada miembro de las relaciones se refiere a su
cnncentfa:iﬁn libre en el compartimiento dacdao=*. Esto altimo es
de importancia porque les valores de ambas relaciones en los dos
compartimientos metabdl icamente activos Céitnplasma y mitocondria
[tabla 237 son diferentes, pudiendo determinar ta direccidn de
reacciones reversibles, 1a magnitud de los cambios de energlse
libre en las mxidorreducciones metabolicas v la direccidn de

reacciones alost@ricas=2,

La generacidn de los equivalentes reductores ligados a

NAD y NADP (expresados aqul como NADH y NADPH respectivamente) se

lleva a cabb en las reacciones oxidativas gue involucran
MITCONDRIA CITOS0L

HaD/HADH 10 1090

HAEPINADPH 10 0.4

Tabla 2: Valures aprocimados reportados de las relaciones HAD/HADH y HADPiMBDPH en el ciloplasms y #n la
sitocondrii. '
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alcohples y en menor cuantia aldehidosi¥. Como es bien sabido, la
oridacidn ligera de alcoholes primarios da como resultado un
aldehido, l1a de alcoholes secundarios produce uwna cethna y la de
un aldehido produce  up carboxilott.22 Estas reacciones
involucran comtinmente NAD (o NADP) como agente oxidante el cual -
se reduce a NADH (o NADPH) por medin de dgs hidrigenos uniéndose
a la mol&cula uwn hidruro y liberandose un protdn al ﬁedié (fig.
2). En 1a tabla 3 se resumen las vias principales que posee el
hlga&o de mamifero cuﬁ 1ns npombres ée las deshidrogenasas NAD- o
NADP-dependientes, sus sustratos y productos y si se encuentran

cerca del equilibrioc o noi?.32,

Vik HOMBRE GE Lis PROGUCTO 111
HETABOLICA DESHIDRDGENASH ¥
SUSTRATD

HiD-DEPENDIEHTES

SLUCOLISIS GLICERAL.DENI DO 3P 1, 381FOSFOGL ICERATO ha
LACTATD PIRUYATO SI

GLUCOHEDGEMN. MALRTO KITOCOH, OXHLOACETATO sl
HALATO CITOPL, : 0XsLOACETATO 51
GLICERALDEHIBD 3P {, ID1FOSFOGLICERATO HO

CICLD BE KREBS . 150C1TRATO «-CET0 GLUTARATO HO
¢ CETD ELUTARAID SUCCIMIL CoA HO
KALATO OrMLOACETATO 51

8 DXiDRCION -8 HIDROFILACHL CoR SCETORCIL Con

C. CETOHICOS § HIDROXIBUTIRATD RCETOACETATD 51

ANIHORCEO0S SLUTRRICD s CETOSLUTARATO st

RABP-DEPEHDIENTES

# REOUCCION & HIDROXIACIL PTA HCETOACIL PTA

C. BE PENTOSHS BLUCOSH &P FOSFOBLUCDHDLACTON: 51
FOSFOBLUCOHATO RIBULOSA-3-FOSFATO St

AHAPLERDTICA BALATO DESCARSOX, PIRUYATD s1

Tabla 3: Vias setahdlicas principales en el hlgade de rats que poseen deshidrogenasas Hil- o HAOP-
dependientes y si se encuentran en el equilibrio o no (EQL

-3
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1.2.3. Regulacidn Metabalica por los Estados Redox 1=

Ley de Accidn de Masas, Alosterismeo y Concentracian.

Una de las maneras que tienen 1os dinuclebtidos para
ejercer regulacidn metabdlica es por ley de accidn de masas scbre
las wvias metabdlicas que poseen deshidrugenasaé NAD (P} —
dependientes gque se encuentran cerca de su equilibrio quimico in

vivarT.=2= Entas vias seran afectadas cuando varien los

niveles de NADIP) y NAD(PYH (tabla 3,217). Existen también
enzimas que son afectadas alpstéricamente por ellos tanto en
estado oxidado como reducido*>. En la tabla 4 se muestra una
lista de estas enzimas vy el tipo de modulacitm alostérica
realizado sobre ellas. Como s ve en esta tabla la enzima
alostérica que es afectada por la forma oxidada de 1los
dinuclebtidos es afectada en sentido contraric por 1la Fforma .

reducida.

Por dltimo, otro concepto fundamental para entender el

control del metabolismo por los transductores de eguivalentes

HASAS ' ALOSTERTSKG
HhD HADH HRD HalH

GLUCCLISIS
BLUCIHEDSERESIS
CICLO DE KREBS
CADEHS RESP.

.-
-
1
-

Tabla 4: Vias metabdlicas principates del higado de rata y como se encuentran afectadas por ley de accidn
de masas y por  alosterisan-por Jos dinucleltidos de nicotinaaida y adenina.
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reductores es nQue en estas mol&éculas 1la suma de concentraciones
de dinucledtido oxidado mads dinucledtido reducido es constante a
una concentracidn celular baja (ca. 10-° M=), 19 qhe conlleva
que s5i se da una alleracidn tal que genere un aumento importante
de una de las variedades moleculares {(por ejemplao NADH) debido a
un cambio metabdlice agudp, se producird, gue el valor de su
contraparte (en este caso NAD) tienda a cero prnducieﬁdn due las
enzimas que los toman como sustratos o moduladores alaostéricos

funcionen en un solo sentido.

Para ejemplificar lo anterior, el caso clasico es la
intaxicacidn del higado por etanol=2F—29 Cuando existe una
concentracibn alta de etanol en el torrente irculatorio de
animales de experimentacibn o humanos, se produce una aumento de
NADH citoplismico en el hlgado®=—2=_ Si la concentracidon de
etanol es superior a la suma de concentraciones de NAD y NADH (lo
cual sep logra con demasiada frecuencia en humanos), se saturara
el sistema de equivalentes reductores produciendo la desaparicidon
casi total del NAD citoplasmico. En estas condicicones, la
deshidrogenasa de lactato, enzima exclusivamente citoplasmica
(ver tabla 3I), funcionard en el sentido de la produccidn masiva
de lactato y no de piruvato cvemo l1lp hace en condiciphes
fisinlbgi:as’“, vya gue esta enzima intracelularmente se encuentra
cerca de su equilibrio qulmico y el NADH la afecta por ley de
accitnmt de masas. Por otro lado, la fosfofructocinasa; enzima
alostérica de 1la glucdlisis (tabla &), se inhibird, va gue el

NADH es un modulador alpest®rico negativo de esta enzima y el

-1
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vy

NAD, gue en estas condiciones se encuentra baijo, con un valor

4
a

cercans a cera, es un modul ador alostigrico positivo?™.

1.2.4. Regulaﬁibn Metabdlica por Estado Redox 11:

Diferencias entre l1os cocientes NAD/NADH y NADP/NADPH

Refiriendose a un mapa metabdlico se encuentra que, en
general, la reoxidacidmi de los sistemas NAD—dependientes esta
involucrada #n procesons de generacidn y captacidon de energlia on
forma de enlaces anhidrido fosfirico en ATF, donde 1los
cequivalentes reductores ligados al dinuclebtido se oxidan
totalmente hasta agua (fosforilacidn ozxidativa4-7-1%), mientras
que los sistemas NADP-dependientes se reoxidan en reacciones
condnmente involucradas en procesos anabélicos reductivos (g—
reduccidn, sintesis de colesterol, etc). Una explicacion de esta -
Pdivisibn de labor" metahdlica fue elucidada por Krebs vy

col aboradoresas,

La fundamentacidn de Krebs se basa en que cuando las
.relaciones NAD/NADH y NADF/NADPH citosblicas se comparan, una
diferencia de cerca de cinco ordenes de magnilud es enconlrada
entre ellag2t.24 Comn se muestra en la tabla 2, en el citosol
hepatico, y probablemente en otros tejidos, la relacidn de
concentraciones de NAD/MADH Bs cercana a 1000, mientras gue para
NADP/NADPH s de cerca e 0.01=2*, Esta dltima relacidn favorece

las reacciones reductivas debido a que permite fgue dichas
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reacciones se lleven a cabo con  concentraciones de precursores
muy por abajo de las concentraciones gque se requeririan si el
par NAD/NADH estuviera involucrado., De ‘la misma manera una

relacidin  NAD/NADH alta favorece reacciones oxidativas, poar

ejemplo la reaccibn de la deshidrogenasa de lactato en 1la

‘gluchblisis funcionara generando piruvato en condiciones

figinlbgicas.

Esta hipdtesis no es del todo valida yva que existe un
caso en ] gque esto no se cumple gue es la reaccidn de la
gliceraldehido—3—fosfato deshidrogenasa en la gluconeogénesis.
Esta vlia metabdlica eminentemente reductiva usa NADH y no NADPH
como proveedor de equivalentes reductores®?. Si a esto aunamos
que en el higado la gluconeogénesis es muy activa, se entendera
que la comprensidn  de la participacidn del estado de
oxidorreduccidn celular en la regulacidn del metabolismo hepatico

es fundamental.

Ya que tanto reacciones NAD- como NADP-dependientes se
llevan a cahb en el citosol del higado, 21 mantenimiento de los
diferentes valores de las relaciones requiere de que 1las
deshidrogenasas bnséan un alto grado de especificidad por NAD o
NADP. Este es el caso de las deshidrogenasas citﬁplésmi:as
que han sido estudiadas con detalle®®, {ualquier enzima capaz de
usar sin distincidn ambos dinucledtidos podra, si es

suficientemente activa, 1llevar las relaciones de ambos a valores

.
idéanticos en el compartimiento donde se encuentre dicha enzima.

-7
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Estd no ocurre en &1 citosol pero sucede en la mitoacondria dondé
las re]écinnes .dE concentracidn para ambos pares es
aproximadamente de 10 (tabla 23 la enzima g]utamaio deshidro— -
genasa puede ser la responsable ya que puede reaccionar tanto con
NAﬁ como  con NADPS<, Esto adltimo habla de la poca utilidad de.

los sistemas NADP—dependientes en la mitnc?ndria-

1.2.5. Regulacidn Metabdlica por Estado Redox TIIs

Lanzaderas de equivalen{és reductores NAD-dependientes.

; El di5eﬁm metabdlico vy la impermeabilidad de 1la
membrana mitocondrial interna al NAD o NADH baje condiciones
flsinldgicas, deriwva, como ya fue mencionado anteriormente, en
una relacidin NAD/NADH mi tocondrial dos ordenes de magnitud menor
que la citosblica ttabla 2). Adn con estas restricciones de flujo
entre el gitosol y 1a mitocondria es de esperarse gue la mayoria
de Ins eqguivalentes reductores en faorma de NADH generados en el
citosol alimenten, Ffinalmente, a la cadena respiratoria para Ia
subsecuenie generacidtn de ATP%-7-1%_ No asi los qgue estan en
forma de NADPH que como tambi®n se menciend anteriormente, sirven
cominmente en reacciones anabdlicas l1as cuales se llevan a cabo
preferencialmente en el citoplasma. Es por esto que la celula,
pese a su impermeabilidad al NADH a nivel de la membrana interna
de la mitocondria, tiene mecanismos que realizan la translocacion

del equivalente reductor ligade al NAD citosdligpa®-3Fo,

.

-1f-
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Es necesario que esta translocacidn sea wnidireccional,
o de Ie contrario sacara equivalentes reductores de 1a
mitocondria por simple gradiente de cnncentraciénzv. Estos
mecanismes por los cuales 1las células transfieren equivalentes
reductores del citosol a 1la mitocondria unidireccionalmente se
les llama lanzaderas {(shuttles)®%-F°_, En,el higado se encuentra
que existen tres lanzaderas activas: la de malato aspa;taté (LMA)
la de w«-glicernl 4ns¥étn y la de Acidos grasos=°. En 1la

referencia mencionada se muestran lpos mecanismns de accidn de

-1
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dichas lanzaderas. En la figura 3 se reproduce el ciclo de la

lanzadera de malato—asparlato que es la que nos atafre=2®,

Se sabe gue en e! hlgado la lanzadera de malato—
aspartato (fig. 3} es la mds actiwva transfiriendo mas del BOY% de.
los equivalentes redurtores generados por el hligado®<®. E1 paso
que le da unidireccionalidad a esta lanzadera es el t;ansiucadnr

de aspartato gque se sabe funciona exclusivamente en direccion

CIT050L HITOCONDRIA

5> HALATD ¢—-3 MALATO

WA ¢ ' / HaD

HADH > HabH
OYALOACETATD BXALOACETATO

> BLUTREATD,, BLUTARATD
~,

Y

—*

oCETOELYT” 4 wcETOBLUF —

p
~ ASPERTATD —b—aSPRRTATD &

Figura 3: Esquema de funcicnasiente de la transferencia Je equivalentes reductores del citosal 4 1a
sitocondria a fravks de 1z lanzadera de malato-aspartato, Debido a la feperseabilidad de la wmeabrana
aitocondrial al WADIH1, el equivalente reductior es captado por  un aceplor (oszloatelato citoplésaicol que por
la reduccilo llevads a cabo se convierte en una asclicula perseable (zalate cileoplisaicel, dejando al
eguivalente denlro  de la aifocondria y convirliendose posteriorsente en otra  solicula ({aspartate
eitocondriall que permee en senlido opuesto. Este paso {de  aspartate aitocondrial a citoplasmico es
unidireccional). £) oealoacetale, en esle caso, no alraviesa tanpoco la weabrana.

—-20- .
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mitocondria-citosnl3e, Es interesante hacer notar que el flujo
de malato, que es bidirecrional, forma parte en sentido
mitocondrial de la LHMA ¥ en sentidn citosdlice de 1la
gluconepgbnesis®~ . Igualmente el flujo unidireccional del

aspartato es fundamental para el Ffuncionamiento tanto de 1la
lanzadera como de la ureogénesis™?, EEJdE espararse entonces,
que alguna alteracibn sobre los estados redox NAD—dépenﬂientes
tonlleve una alteracidn importante sobre las vias de generacion

de urea y glucosa.

1.2.6. Regulacidon del mebtabolismo por Estado Redox 1IV:

Interaccibn con el sistema ATP-ADP-AMP.

Dtro de los mecanismos de control del metabolismo por
lps sistemas NAD-dependientes se encuentra a nivel del
acoplamiento de 1a cadena respiratoria con la fosforilacidn
orxidativa™=_ Las reacciones en estas vias estdn acopladas para
que 1la energia liberada en reacciones de oxidacidn del
equivalente reductor en NADH, sea utilizada en las reacciones de
fosforilacidn de ADP en bhase a la formacion de un gradiente de
protones a través de la membrana mitocondrial (acoplamiento de la
cadena respiratoria con los procesos de fosforilacidn de 1la ATP
sintetasa mitocondrial*-7.1+%), Este proceso, como fue mencionado
antes, es de imporlancia bioenerg&tica capital para células

aerobias ya que ps donde la energla contenida en el equivalente
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reductor ligado a NADH es Lransferida al mas importante de los

transductores de energla que es el ATP®,

Considerando la reaccitwy global gque se lleva a cabo al

realizarse la cadena respiratoria vy la fosforilacibo oxidativa

tenemoss 3
NADH + 3ADP + 3PiL + 1/20; ————> NAD + H.0 + 3ATP

donde un transductor de #2nergla (NADH) es utilizado para gensrar
2l otro (ATP). Como se ve en esta suma de reacciocnes NADH
desaparece y NAD aparece al funcionar en condiciones normales,
por 1o gue las enzimas que son afectadas por sus concentraciones
deberian modificar su actividad concomibtantemente a 1a actividad

de la cadena respiratoria (tablas 3 vy 4).

Esto no sucede yva gue también ATP, ADP y AMP regulan,
-por ley de accibn de masas y alosterismo, las mismas vlas
afectadas por NAD y NADH, por lo que la fosforilacidn oxidativa

se convierte en un sistema de requlacibn metabdlica™S=.

v
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Como se ve al comparar la tabla 4 con la tabla 5, tanto

las vlas metabdlicas afectadas por ley de accidn de masas como
las reacciones afertadas por alosterismo por NADH, ;egularmente
Sdn afectadas en el mismo sentido por ATP*7. Lo mismo es cierto
entre NAD y ADP y/o AMP.

La relacidn que existe entre NADH y ATP A nivel del
acnplaﬁientc de la cadena respiratoria y 1a fosforilacidn
oxidativa produce; que cuando NADH se usa para generar ATP uno de
los moduladores alostéricos en un sentido disminuye (NADH)
mientras que el otro aumenta (ATP) y al mismo tiempo un modul ador
en sentido opuesto disminpuye {ADP) mientras que el otro aumenta
(NAD) (ver reaccidbn uimica anteriorl). Asi una enzima afectada
alostéricamente por ATP y NADH, se mantendra afectada en la misma
direccidbn pese a que se encuentre Ffuncionante la fosforilacidn

oxidativa.

Hasag " iLOSTERTSHO
ATP K0P, P ATP 40P, 3P
BLUCOLISTS ‘- b - .
BLUCONEDEEESTS - \i- ) -
CICLO DF KRESS - '
CADERS RESP. - .

Tabla 5. Efecto de masas vy alostdrico de ATP, ADP y AP sobre las wlas selabdlicis ads cosunes en el
higado, El efecto aixto de sasis en glucdlisis y gluconeoglnesis es debido a que en una parte de las vlas los
nuclebtidas se usan cosp sustrato y en otra se generan coao producte.
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2. M ETODAOLtL 006G I A

En la figura 4 se muestra un diagrama de flujo de las

. condiciones metodol bgicas utilizadas en este trabajo. LOS

animales de experimentacidn fueran ratas blancas machos de la

RATRS WISTAR

4

HYUND 16-20 HRS ———————-m-m—-ﬁ]

AHINALES THTEGROS HEPATOCITOS
Is
TBATABIENT DE AHESTESIA ¥
(05 SHINALES L&PAROTONT A
SACRIFICIO & L3S QBTENCION DE
400 HRS CELULS
DRTENCION DE THCUBACIAN COH
RUESTRAS OE HIGAD TRATAKIENTOS POR
¥ SHNGRE UNA HORS

\\~N‘__-_____ EXTRACCIOH DEL - _w_d,.—/J
= <

COMYEHIGD CELULAR

BETERHINACION
OF NETABOL1TOS
£l EXTRACTOS

Figur; 4: Diagrasa de Flujo de l# aetodologle utilizada en todos los experisentos reportados en esta
tesis.
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cepa Wistar con un peso entre los 1BO y lbs 250 g, obtenidas del.
bioterino de 1la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Autddmoma de México. Regularmente en este bioterioc los animales

son destetados a l1a cuarta semana de vida, se mantienen con un

ciclo luz fobscuridad natural y su alimentacidn es Purina lab
chow v agua ad libitum. lLos animales fuegron solicitados un dia

antes dél inicio del experimento para someterlos a ayﬁno de 14 a
20 horas,; pasantdoc una noche en el laboratorio. Despuds de este
periodo de ayuno lovs animales Ffueron utilizados para dos
diferentes tipos de experimentos: los llevados a cabo en el

animal Integro vy los llevados a cabo en hepatocitos aisladops.

2.1 SUJETOS EXPERIMENTALES
2.1,1. Estudins con animales integros

En el caso de los experimentos con organismos integros

" tver ?igura 13, los animales ayunados se sometieron a

tratamientos que modifican los estados de oxidorreduccion

celu]ar; En esta tesis se utilizaron tres mol&éculas como agentes

que alteran los estados de oxidorreduccibn celular: etanol,
adenosina (ADO) y t—-hidrazida de acido glutamico (GAH [ver inciso

2.2.1). Las dosis fueron:

— etanpnl: solucian al 43 % (v/v); 10ml/kg de

peso corporal intragastricamente,

e )

ey e
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—~ ADO: ZOOaﬁglkg de pésn corparal intra-—

peritonealmente, suspendida en un volumen de

20 mg/ml! de solucidon salina isotdnica (NaCl

O.9% Cps/vlds; ¥
— BAM: diferentes dosis entre 20 y 160 mg/kg

de pesa corporal para generar curvas farmaco—
cintticas vy como dosis Optima: 80 mé/kg de
peso corporal intraperitonealmente suspendida

en un valumen de B mg/ml de solucidn salina

ispténica.

Comn controles de estos tratamientos se tiene al animal

ayunado exclusivamente vy al animal nue era tratado con una Onica

dosis de glucosa, isocaldwica con la de etanal (splucidn de

glucosa al @0 L[p/vl administrada intragastricamente a razdn de

10 mg/kyg de peso corporal)l.

Después del tratamientn, £l animal era sacrificando para

abtensr tante muestras de hilpado para extraccidn acida como para

homogenizacibn en amortiguador de fosfatos y muestras de sangre

para extraccidn dcida {ver incisos spbhre obtencidn de muestras y

determinacidn de metabholitos).

T
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2.1.2. Experimentos con hepatocitos aislados

Los hepatocitos aislados fueron obtenidos por medio de
lé perfusitm recirculante de colagenasa de bhigados de 1los
animales experimentales mencionados siguiendo basiéamente el
método de Berry y Friend==, El proceso 8s el siguiente: los
animales son anestesiados en una camara de éter realizandoles
D H e

pustériurmente una laparotomlia longitudinal extensa para exponer
el higaﬂn y 1los vaspos hepdticoes. Se diseca 1a  wvena porta
hacizndole pasar tres sedas guirdrgicas. Posteriormente se hace
una pequefia incisidn en la vena para introducir una canula, la
cual se encuentra conectada a un sistema de perfusibn. Este
sistema consta de dos reservorics con camisas de temperatura
constante (37°Cl; uno de 1000 ml y el ptro de 40 ml de capacidad.
El primero contiene una solucidn de Ringer Krebs libre de calcio
a pH 7.4 gue se utiliza para la canulacibdbn inicial y limpieza del
higado sin llevar a cabn recirculacidn. El segundo contiene un
amortiguador similar adicionado de calcio y rolagenasa a l1a misma
tgﬁperatura y pH el cual se recircula por un periodo de tiempo
establecido para cada lote de colagenasa. La wvelocidad de
perfusidn es lograda por medio de presidon hidrostatica.

Posterior a la canulacidn, las btres sedas se ligan fi-

jando la canula a 1la vena porta, se corta la parte infrahepatica

¥ luegb la parte suprahepatica de 1la vena cava inferior para evi-

3
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tar asi aumento de presién dentro del higado. e continda la
diseccibn del higado hasta separarlo por completo del animal y
colocarlo ya aislado en un reservorio mantenido a -temperatura

constante. Este reservoric que es de cristal, sep  encuenhtra

cuviertec de film de polietileno para evitar el contactio directo.

del.higadn con las paredes de vidrio.

Al finalizar un periodo de 10 min con el amnrtiguador
;ibre de calcio se cambia al amortiguador suplementadn con calcio
y colagenasa y se inicia la recirculacidn del misma. Después de
concluir el tiempo de recircﬁlacibn especificado (que depende del
lote ¥y marca de la colagenasa), el higado se aisla del sistema de
perfusidn y con ligera tracecidn mecdnica sobre lIa capsula

hepatica se separan " los hepatocitos del tejido Ffibrepeso no

digerido por la colagenasa.

Lus‘hepatocitns asi obtenidos se hacen pasar por una
malla de nylon ; se resuspenden en un tercer amortiguador con
calcio, sin colagenasa y con albumina y se centrifugan tres
VERCES, tirandu_ los sobrenadantes y resuspendiendo las células
otras tantas veces. La Oltima suspensidn es la utilizada para los
experimentos incubdndose a 37°C bajo diversas condiciones de
suplementacidn con etanaol (SmM), ADO (10— M) v GAH (2.3 x 10™2H

a 2.3 »x 10-4M)}, detenienda el metabolismo al agregar acido

percliyich a una concentracidn final de &4 (v/v).

———
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2.2. Tratamientos: ﬁnléculas qhe alteran

los estados de oxidorreducecidn celular.

Como se ha mencipnado a 1o larguhde esta tesis el obje-
tivo Gltimo de Ia misma es =1 de estudiar los cambins de los

sistemas de oxidorreduccidn celulares y la manera en que estos

‘cambios afectan al metabolismo intermediario hepatico. Tres a—

gentes fuerpn utilizados como alteradores de los estados redox
celulares: etanvl, ADRO vy GAH. Existen otras condiciones gue
alteran a los estados redox y gque tambi®én bhan sido estudiadas
{ayuno, fructpsa, glicercl, aminobxiacetato) pero en el momento

actual se encuentran en estadios preliminares de investigacidn.

2.2.1. Etanol.

_La accidn del:etanol sobre el higado ha sido caracteri-—
zada ampliamente en especial su efecto sobre el estado redox
cihop;asmicn NAD—depenQientezs-z‘. El stanol siempre ha sido
considerade como un tdxico a nivel hepatico®® ya gue tiene nue
ser metabolizado en este tejido, siendo sus productos de
catabolismp substancias gue alteran grandemente el funcionamiento
del hlgadgas—3Io lLa rdemostracidn histopatolaégica y clinica
caracteristica del dafin hepatico producido por etanol es el

llamada hlgado grasospo2, gque carresponde a un acOmulo excesivo

-39
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de triacilglicéridos en la c@lula hepatica. Se han carackterizado
3 sistemas hepdticos que oxidan al etannl: el sistema de 1la
alecohol deshidrogenasa, el sistema de la catalasa * el sistema

microsomal ®4*; estos Lres sistemas se encuentran representados en

la figura 5. Es bien sabido gue el sistema de la alcohol.

deshidrogenasa es el mas activo para oxidar e1 etanol en

intoxicacidn aguda~ =,

Considerando al sistema de la alcohol deshidrogenasa
(fig. S5) se tiene gue el etano! sufre dos deshidrogenaciones: la
primera a través de wuna enzima citoplasmica {(aleohol deshidro—
genasa NAD-dependiente) v la segunda por una enzima no muy bien

caracterizada gue al barecer es mitocondrial (aldehido deshidro—

genasa NAD—-dependi ente) formandose de esta manera
acetato?=.24.53 Se ha demostrado gue tanto acetaldehido como
e~ ETAHOL
HaD ,\ g k* Hally
ADH CATALAEA MEDS
) N
HADH ~<-.. o Ha B0
o e . e
> RCETALDERIDO ™
e mmm = HAD
LR ]

HCETHID

Figurd 5: ¥ias setabdlicas para el catabolisso del elanol en el higado. Se reconocen tres vliss lade la
“aleohbl  deshidrogenasa (ADH), la de 1a catalasa y la del sisiesa sicrosomal hepitico (KEDS.

en i
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acetatop son tixicos hepaticos per se, aunque las concentraciones
hepaticas y por ende las sé&ricas de  acetaldehido son
relativamente bajas vya gque la aldehldo deshidrngenésa BS una
enzima muy activa3*, Por e] contrario, las concentraciones
circulantes de acetatce se encuentran altas en las primeras horas

posteriores a la carga de etanol.

Este acetato posteriormente se convierte en acetil-CoA
tanto en el higado como en obtros tejidos™ por medio de 1la
tiogquinasa para acidos grasos de cadena corta con lo que puede
ser metabolizado subsecuentemente por vias metabdlicas comunes.
La accidn de la tioguinasa, como su nombre lo dice, es ATP—
dependiente, generando una gran cantidad de AMP 1o cual
contribuye a un catabgolismo desmedido de purinas hasta Acido

arico>>,

La primera reaccion mencionada {alcohol deshidrogenasa
citoplasmica NAD-—-dependiente [fig.51) es la que ha despertado
mayor inter&s vya gque produce un aumento de NADH citoplasmico™®e—
I, Como vya fup mencionado, la cantidad de NADH generada es tan
grande ¥ la poza de NAD +total tan peguefia que este NADH se
convierte en productd limitante de la reaccibn==-25, y. gr.: si
no es reoxidado a NAD por algln mecanismo, entonces la oxidacidn
del etanol se vera disminulda¥e—ae Dentro de estos mecanismos
de'reuxidacibn, el que se ha considerado mas importante es el de
translocacidn de egquivalentes reductores@T.30.39.42, Egtudios

realizados en animales integros vy cdlulas aisladas de higado
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muestran que la dinhibicidén de las lanzaderas disminuye
dramaticamente la oxidacian del etanol, en especial cuando 1la

lanzadera de malato—aspartato es la inhibida=®- e,

En este trabaio s ha utilizado al stanol como una
molécula que reconocidamente altera al estado de oxidorreduccian
citoplasmico NAD-dependiente con el FIn de estudiar :cﬁu diversas

vias metabdlicas son afectadas a su vez por dichas alteraciones.

2.2.2. Gamma hidrazida de acido glutdmico (GAH).

i.a GAH, como una mold&dcula nque afecta a los estados
redox celulares, es introducida en esta tesis. Previamente se
hablia demostrado un efecto  inhibidor de las transaminasas por
este anadlogo del acido glut3mico, tanto in_vitro como in_vivo*=,
En esta tesis demostramos que esta mol2dcula tambign tiene un
efecto inhibidor sobre la lanzadera de malato-aspartato el cual
es secundario a su efecto inhibidor de transaminasas. El efecto
spbre la lanzadera permitid estudiar otros aspectos de los
estados de oxidorreduccidn celulares, especialmente los
relacionados con la interacecidn entre los estadas redox NAD— y
NADP—dependientes y corrovboramos la importancia de 1la trans—
‘locacidn de equivalentes reductores entre el citoplasma y 1la

mitocondria para el buen funcionamiento del metabolismo hepatico.

—32-
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2.2.3. Adenosina (ADO) .

ADD ha sido estudiada en diversas facetas tanto como
metabolito celular como su papel como agente hormonal+>—4S_  LUna
de estas facetas es el efecto hepatoprotector gue el nucledsido.
tiene cuando se administra etanol a un r?ednr4=. Este efecto,
que ha sido estudiado con cierto detalle habiendo sido demostrado
una influencia sobre el estado redox citpplasmicro, no bha sido

explicado en sus bases molecul aregeS—45=,

En esta +tesis hemos utilizado la accidén hepato—
protectora de ADD para intentar comprender mbas ampliamente los
fenbmenos de regulacidn de los estados redox sobre el metabolismo
hepatico. También fue de puestro interés el buscar una razon
molecular del Ffendmeno hepatoprotector de ADO por lo que se puso
&énfasis en intentar explicar como es que ADD funciona como agente
lipotrdpico (antihigado grasoso) en la intoxicacidn etilica
aguda. Dos <fueron los resultados principales: primero, ADO tiene
un efecto acelerando la translocacion de equivalentes reductores
del citosol a la mitecondria debido, al parecer, a un efecto
spobre las niveles de nucledtidos de adeninas; y segundo ADD tiene
un efecto secundario desequilibrande 1a captacidn de equivélentes
reductores por dos de las deshidrogenasas HNAD-dependientes del

citoplasma que se bhan considerado en eqguilibrio in vivo.
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2.X.DETERMINACION DE METABOLITOS

EN MUESTRAS BIOLOGICAS.

La determinacidn enzimatica dé cetocacidos. (piruvato,
-dihidroxiacetnna fosfato, acetpacetato vy oxaloacetato) Ffue
modificada de las citas originales**—*° caon 1o gque se optimizd la
determinaciin de dichas mol2culas. Estos cambios metodoldgicos
junto con los lineamientos generales de determinacidn de
.metabo]itns se encuentran en el inciso 2.3.1. incluidos aguellos

gue no fueron determinados enzimaticamente {(triacilgliceridos).

Tanto los extractos Acidos de higado, sangre y hepato-—
citos como el homogenizado de hlgado en amortiguador de fosfatos
eran obtenidos con 21 fin de uwtilizarlos para la determinacidn
del contenido celular de metabolitos relacionados con el estado
redox celular y metabolitos claves de diversas vias metabdlicas

(ver figura 4). La metodologla de obtencidn de los extractos de

hlgado de animales integros fue modificada en nuestro labora-
torioc con respecto a la wetodologla utilizada por otros
autoresme—=¥ La descripcidn y validacidn de dicha metodologia

se enpcuentra en el inciso 2.3.2., donde se demuestra que un
procedimiento mas rapido vy sencillo de llevar a cabo es el ideal

para obtener muestras acidas de higado.

-4~
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Un analisis spbre las diferentes metodologlias ubkili-—

zadas para determinar los potenciales redox se encuentra en el

ingiso 2.3.3., donde se concluyd fgue las determinaciones
indirectas wutilizando las constantes de equilibrio de las
deshidrogenasas NAD-— o NADP-dependientes que se encuentran

compartamentalizadas son las mas adecuadas,

2.3.1. Determinacidn de metabolitos.

Todas las determinaciones de metabolitos realizadas en
este trabajo fueron de tipo enzimdtico a excepcidn de 1la
determinacidén de triacilglicéridoss-, L as determinaciones
enzimadticas ectadn basadas en 1la absnt:ibn de luz del NADH a 340
nm de longitud de onda y en la no absorcidm del NAD a la misma
longitud de onda®™=. Utilizando deshidrogenasas NAD(P) —

dependientes purificadas se le da especificidad al ensayo con lo

que se logra un cambio estequiométrice de la coenzima oxidada a

reducida o visceversa habiendo un cambioc proporcional en 1la

absorbancia a 340 nmPS.%&_  Cponsiderando 1la diferencial de

absorbancia antes y despuds de la adicidn de la deshidrogenasa y

el hecho de que 1 NADH tiene un coeficiente de extincidn molar

de &220 a 340 nm de longitud de onda™=®, se puede pbtener 1la
concentracidn de un metabolito dado®%. {as determinaciones con

sus referencias originpaleg?«—"2.=%.87—=4X, gp  pncuentran en la

tabla &.
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Comp se menciond previamente sep diseftd una determina—,
cibn multienzimatica de piruvato (PIR), dihidroxiacetona fosfato
{DAP), oxaloacetato (DAA} vy acetoacetato (ARA) lleva&a a cabo en
un espectrofotdmetro de doble rayo la cual permite una mayor
facilidad para obtener resultados con un menor manejo, de muestra
v mayor sensibilidad para estos cetpacidgs. Este ensayp permite
el medir el cnnteniau celular de estos metabulitﬁs en una
muestra tnica disminuyendo asi los requerimientos de tejido y de
tiempo vya gque se requiere menos de 5 minutos para poder llevar a

cabo la determinacidn de 1los cuatro metabolitps mencionados en

cada muestra.

El ensayo fue realizado en un espectrofotdmetro de

doble rayo (AMINCO DW-2a J34-9450), siguiendo basicamente los

mitodos originalegte—a", Para este ensayo 1 ml de amprtiguador

HETABOLITO DETERNINADD Ay REFEREMCIA
ADERDOSIH TRIFOSFATO ATP 7t
wiEROSIH DIFOSFATE #0P 12
{PIRUVATO FIR 16

i FUIHIDROXIACETONA FOSFATO OnP 17

B {0XRLORCETATD EH] i8

- 1ACETOACETATO Hhn 49

. i LACTATD LRt 57
afL ICEROL FOSFATO i 59
RALATO Mal 58
# HIDROXTRUTIRATO BB 10
TREACILELICERDLES ThE 54
FOSFO-ENOL PIRUVATO PER 44

: ETAMOL : ETOH 73

Tabla &: Lista de setabolitos deterainados y referencias donde se detalla }a setodologla. El asterisco
{1} denota las selodologlas que fueron sodificadas y que se presentan en el inciso 2.3.) de este trabajo

—X -



ESTADOD RETOX EM METABOLISHO

de fosfatos (100 mM} a pH 6.8, 0.! ml de una solucidbn & mM de
NADH vy 1 ml de extracto o 1 ml de agua destilada en las celdas de
muestra vy referencia respectivamente se incuhan. a 37°C vy

agitandose continuamente comn wun agitador magnético durante todo

el ensayo. La determinacibn de metabolitos se comienza agregando .

cerca de una unidad de lactato deshidrogenasa en un volumen de
¢.01 m1 en ambas celdas y se registra el cambio diferencial.de
absorbancia de las muestras a 340 nm de longitud de onda hasta
llegar a estabilizacian (aproximadamente 30 segundos). £l
procedimiento se contindla con la adicidn sucesiva de la misma
cantidad de wunidades de las deshidrogenasas de a—glicerofosfato,
malato vy f—hidroxibutirato disueltas en (0.01 ml. Este matodo
permite la determinacitn sucesiva de PIR, DAP, DAA y AAA en la
misma celda.

Las coenzimas y las enzimas purificadas usadas en los
ensayons de metabolitos fueron obtenidas de Sigma Chemical Co.
{G5t. Louwis, MD). La definicidn de unidad de actividad enzimatica
para cada enzima fue . establecido usando los parametros de los
lotes suministrados por la compalla Sigma. Los otros reactivos

fueron del mayor grado de pureza obtenibles.

2.3.2. Obtencidn de extractos acidos de higado.

Un mitodo de un splo paso para fijar y extraer

metabplitos de muestras de hilgado se detalla a contipuacion

thomogenizacibn deproteinizadora directa CHDD1Y. Su aplicabilidad
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se compara con la metodologlia comdnmente utilizada de las "pinzaﬁ

de congelamiento rapido® (PCR™O0-=X) Una recuperacidn maxima de
metabnlitos fue lograda con ambas metodologlas cuando las
muestras de higadp fueron tomadas bajo las siguientes

condiciones: a}
vy 55 mg por ml de medic de homogenizacidn; b)) correccidn por un
factor volumdtrico por p@rdida al homogenizar de S5 ﬁg/mi; y ©?
tomadas ¢ iniciada su  fijacidn en no mas de 10 segundaos después
de la incisidn abdominal. En conclusidn, de las dos metodologlas
utilizadas, HDD permite uwna recuperacbn mayor de metabolitos
cuando ambas metodologlias son llevadas a cabho utilizanda 1la
estandarizaciin de condiciones metodoldgicas. Aunado a lo ante—
rior, la simplicidad del procedimiento sugiere que HDD es el
m2todo de eleccidn para determinar el contenido celular de

metabolitos en muestras de higado y probablemente otros teijidos.

El procedimiento de extraccidon utilizado para ser

adecuado debe de incluir una {ase de fijaci don del estado

metabdlico del tejido a8 uwun determinado tiempo y una extraccion

adecuada de los metabolitons contenidos en @l3F.47.&9, | a técnica

de las pinzas de "rongelamiento rapido" desarrollada por

Eranko®®, y modificada por Hohorst et _al®*» y Wollengberg ek _al®™=

ha sido el procedimiento de eleccidh para fijar vy extraer el

contenido de metabolitos labiles de varias muestras tisulares. En

esta metodeologla el tejido es tomada con wunas pinzas que

previ amente se han mantenido sumeriidas en nitrdgenc liquido.

Posterkurmente, los metabolitos son extraldos al pulverizar el

relacidn pesp a volumen de las muestras entre 35

T e ST
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tejido en nitrdgeno 1iquide homogenizandolo en acido percldrico a

o°C.

Nuestros resul tados demuestran qgue otras variables
aparte de la extremadamente baja temperatura deben ser
controladas para 1llevar a cabo una recuperacidn mas adecuada de
los metabolitos que seran estudiados. De esta manera; siguiendo
la metodologla original®+* y manteniendo condiciones estandariza—
das para el tiempe de fijacidn, el tamaffo de 1la muestra a
homogenizar en un voplumen dado y considerando laz pérdidas de
llquido durante el! procedimiento, se vbtuvieron valores mayores
de metabplitos gue con las condiciones reportadas previamen—
teSt.a¥=7a_ También demostramos que un procedimiento en un solo
paso llevado a tabeo a 0°C vy bajo nuestras condiciones estandar
puede ser considerado el método de eleccidn para la fijacion vy
extraccidn del contenido celular tel hlgado ya que se recuperan

mayores cantidades de metabolitos aunado a Qque es un método mas

facil y rapido.

Los animales utilizados fueron sacrificados por un
golpe en 1a nuca e inmediatamente despuds del sacrificiop se les
realizd una incision abdominal extensa exponiendo el higado.
Muestras de higado de diferentes pesos y utilizando diferentes
tiempos de muestreo [definido #&ste Qdltimo como el tiempo que pasa
entre la incisidn abdominal (tiempo Q) y el inicio de la +ijacion
del tejido (ver figuras vy tablas de eata seccibnl)l, fueron

fijados y vy sus metabolitos extraldos usando upa de las técnicas




FERHANDD ARIAS-HENDO2A

mencionadas: pinzas de congelamiento (PCR)®F u homogenizacion

directa (HDD), resumidas ambas en la tabla 7.

PINIAS DE HOHOSERTTACTON
COHGELAMIENTD DIRECTH

Cotgelar el tefido por
pinzasiente dentro de
Jus 3-7 seg. de la

Incisidn abdominal Corte quirdrgico

o ripido del tejido

FIIRCION ¥ Holer el tejide a {3-7 seg) sequido

PRIKERA tesperatura de de hosogenizacidn
EXTRACCION nitrigeno liquido insediata en un

vass® pre-pesado

Hoeogenizar el aolidu con & e} de Bcido

eh un vaso* pre-pesado perclirico 0.6 H

con & al de kida
perclbrice 6.6 H

Pesar el vaso dp hoangenizacila®

Centrifugar el hoaogenado
13,000 g-10 ain, 4'C}

OBTEHEIDN
0E EXTRACTOS Ajustar el pH del sobrenadante entre 5.5-4.5
CRISTALINOS con 5 B KaCls
Centrifugar el neutralizado
{3,000 g+10 win, 1'C]
’ Usar el sobrenadante para delerainaciones i
Resuspencite de ka2 prisera pastiila (pellet]
) en 3 al de kcido percldrico 0.8 § y

SEGUHDA hosogenizar
EXTRARCCION

Sequir los cuatro 8ltises pasos de "Obtencidn
de extractos cristalinos®.

« E] vaso de hosngenizaciln {taaafio "A" de la companla frthur H, Thosas Co.] es aantenide en uni camisas con
agua de hielo durante la hosogenizacile, 1a cwal es llevada a cabo con e} pistilo conectado a un mator
elictrico girando a 2,500 rpa durante 30 seq y con, per lo senos, cinco inersiones del pistile,

b La diferencia entre los peses del vase de hosogenizacilo anles y despuds del procedimiento se considera el

pesp hlwedo de la muestra de Lejido, Losando en cuenta un factor de error por pérdidi de 5 sq/al {ver el texto]

Tabla 7: Resumen de los pasos espleados para fijar y  extraer tejidos con condiciones Ulptisas de
recuperacibn tanto con la pinza de congelasiento coso con la hosogenizacidn directa.

- —
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8S8iguiendo alguna de las dos metodologlas men;iunadas en
ia tabla 7, todos los metabolitos determinados (segiin se detalla
en el  dinciso 3), mostraron grandes variaciones en sus valores
cuando el peso de la muestra homogenizada mra menﬁr a 25 mg/ml de
medio de homogenizacibn (datos no mostrados). Esta vgriaéiﬁn es
debida, en parte, al liquido de homogenizacidn que sSe pierde
adherido al wvastago, va que la determinacidn del peso de 1la
muestra sé lleva a cabeo indirectamente sacando la di%erencip de
pesps del vaso de homngenizacidn antes y despuds de la operacidn

(sin incluir el vastago).

Atin cuando un cuidado extremo fue tomado para prevenir
en lo mas pousible esta pérdida, un promedin de 3021 mg se perden
en el procedimiento. Ese valor representa el promedio % el error
estandar de l1la media de 22 muestras homogenizadas en & ml de

acido perclérico 0.6 N a 0O°C.

Usando el factor de correccitn de S5 mg/ml calculado del
valor anterior y omitiendo muestras con pesos menores a 25 mo/ml,
lps wvalores de 1los metabolitos cuantificados uwtilizando
cualguiera de 1las dos mrRtodologias {PCR 'o DoHY pueden ser
graficados contra el peso de la muestra homogenizada pbteniendo
dos diferentes patrones de comportamiento: Mientras que el grupo
denominade "A" formado por ATP y lactato (LACQ) no mostrd

carrelacidam con el pesp de 1la muestra, el grupo denominado "B"

—-41—
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formado por 'DAP, PIR, OAA, AAA, afglicerdeEfatD {(GAF), malato

(MAL)Y v G~hidraxibutirato (BHBT;“EbrFelaciona con el peso de la

muestra negativamente.’ Los wvalores de ATP vy DAP ' graficados

~

!

PTES l'. WA T i iols SN

contra el peso de la muestra se encuentran en la figura & como

Metabnli£b5 téprééentétivng de.lus grupes A y B, respectivamente.
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Figura 51 Relaciones entre ol contenide de ackabnlitns en 1a prisera extraccidn y el pesa de la avestra
espleada,  Se  sveslran las grificas ‘corregidas® para ATP tclrculos blenos y  linea continua) y para

dibidroxiacetons fosfalu fclrculos vacios y linea punteadad. Las reqresiones lineales para nlIP y
dihidroxiacelona  fosfate sony = -0,0005 o ¢ 2.1 (T = 0210 y oy = -0,00012 ¢ 4 0,25 ir2 = -0.03)
respectivaaente.
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En la figura 7, ss muestran los valores de los metabo-—
litos representativos determinados en una sesgunda Extraccibﬁ
(como se menciona en la tabla 7) mostrados en funcidn del tamaﬁn
de la muestra. Para las muestras con un peso alto, el contenido
de los metabolitos del grupo A en la seguntla extraccidn aumenta
menos del 25% del valor encontrado en la primera extraccidn.
Paor el contrario, 105 valores de la segunéa extraccidn del grupo
B aumentan en mas del BOZL para pesos de muestra superiores a
100mg/ml. Los datos de la primera y seqgunda exrlraccidn del grupo

A muestran. una-primera extraccidn casi completa en el rango de
® S =

- | T L]
sof ) 5
o/
ao} - . i
: Q-
70} E
§ 60| ".' 4
(=4 B
2 sof 4 4
g QF
¥ aol ,5 T
= s
S 30 ’
] o i .
b /. -
20} ]
10} 7
of L
—— v y

2 50 00 50 200
LIVER SAMPLE WEIGHT {mg/mi)

Figurs 7; Porciento de recuperaciln en segunda extraccidn.  Los valores recuperades de &IP {cirevlos
Itenos y  linea continual y de dihidroxiacelona fosfalo felreulos  vacios vy linea punleadal en sequnda
exlraccitn fueron grajicades contra * el peso de la suestra como e} porciento de los valores obtenidos en la
prisera gstracciln.  Las regresiones Fineales parz ATP y dihidroriacetona fosfata san y = 0.06 ¢ 4 4.
ir = 0,681 g
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pesns verificado, mientras gque las extracciones del grupo B
sugieren gue la eficiencia de la primera extraccidn disminuye con

el aumentn del peso de la muestra.

El efecto del tiempo de muestreo, definido como el
intervalo de tiempo gue pasa entre que se realiza la incisidn
abdominal y el dinicio de la Fijacidn del tejido, también fud
estudi ado. Los valores de ATP en los homogenados de higado
obtenidos con diferentes tiempos de muestreo se muestran en la
tabla B. Como es esperado debido al efecto de 1a anobxia, ATP
disminuye proporcionalmente con el tiempo de muestreo”-9°_. PIR,

DAP, DAA vy ARA tambi®&n mostraron cambios dependiendo del tiempo

TIEHPO D€ MUESTRE

10 seq 20 _sen 30 seg
ATP 20404190= 12502250% 780£250<
PIRUMATO 195:35 I9b4182 218458
DTHISROITACETOHA-P 74852 150142 lTit?l
OXRLOACETATD 157350 123336 3374854.

HCETDACETATD 198144 252100 236158

* prosedio 3 error estdadar en nmol/g de peso hdsedo de higado (4 observaciones]

5 coaparadp con el grupe de 10 seg
0,01 coaparado con el grupo de 10 seg
0,025 cosparado con el grupo de 20 seq
0,025 coaparado con el grupo de 10 seq

oo

Tabla 8: Efecto del tiespo de suestro sobre el conlenido de aetabolitos recuperados utilizando el sdtodo
de las pinzas de  congelamiento.

[ . -
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de muestreo (tabla 8}, pero los cambibs parecen estar
relacionados mads Que a anexia, a cambios en las actividades

enzimaticas del tejitdo%e.47.9F.44, 40

Usando los datos presentados anteriormante se deduce
que una recuperacidn maxima de metabolitos,de los tejidos fijados
con cualguiera de las dos metodologlas resumidas en la“tabia 7 se
aéegura si se utilizan muestras que pesen entre 35 vy S5 mg por ml
de medio de homogenizacidn, correglidas por un factor de S5 mg/ml vy
tomando no mas de 10 segundos a partir de la incisidn abdominal
para su obtencibdn. Con estas limitacidnes consideramos que una
segunda extracridbn no era necesaria. En la tabla 9 se muestra ta

comparacis entre e1 mdtodo de las pinzas de congelamiento y el

HDD LR LITERATURR
ATP 22001179 20404190 25741130
PIRUVATO 193120 130120 177223
DIHIDROXTACETONA-P 207413 1192250 Jhtee.
0XALOACETATO 167415 117313 Ti{eve
#CETORCETATD ' 103:H 93442 B1425

» prosedio ¥ error estindar en naol/q de pesa hdsedo del higado (4 observacionesl
p € 0.00 cosparado ten el grupo KOD ‘

p ¢ 0,0005 cosparado con el grupo HOD

p ¢ 0.01 coaparada con el grupa PCR

p ¢ 0.0005 cosparado con el grupa HDD

Tabla 9: Comparacidn entre los valores oblenidos con las amelbodologlis espleadas para fijar y extraer
tejidos animales y Jos valores reportados kn la literalura previamenle,

Taa

(gt s et b, h
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metodo de homogenizacidn directa realizada manteniendo las
limitaciones anteriores extrictamente. Se seleccionaron les
valores de ATP y los cuatro cetoacidos (PIR, DAP, OAA y AAA) como

los parametros sujetos a comparacion.

El ATP fue considerado tanto,un control interno del
tiempo de muestreo (ver 1la tabla 8,7%), como un :Dntfnl externoc
del peso de la muestra ya gque las variaciones de este Gl1timo no
afectan mayormente el contenido de ATP por gramo en un  rango
bastante amplio (fig. 6). Como es mostrado en la tabla 9, los
valores de ATP dentro de lps +tres grupps estudiados no fueron
estadlIsticamente diferentes. tos valores ligeramente mayores
reportados previamenteSt.&#¥=7t spn debidos a que representan la
adicidn de los valores de ATP de una primera Yy una segunda
extraccinSS. &1 Valores promedio de 2330 y 2350 nmol/gm de
ATP fueron obtenidos cuando se sumd el contenido de ATP de la
segunda extraccidn a los valores reportados del mismo en la tabla
?, para HDD y PCR respectivamente. 8Si comparamos estos valores
con el promedic de los wvalares reportbtados {tabla 9} todos

correl acionan adecuadamente.

Debido a 1a labilidad reconocida de 1los cetoidcidos=~4—sa
estos fueron utilizados como medida dé la efectividad de los
metodos de preparacidn. Comparando los resultados obtenidos con
las pinzas de congelamientn en nuestro laboratorio con lo
reportado previamente con la misma metodnlogia®2.«7=%8, np existe

una diferencia significativa en 1los niveles de PIR y AAA. Sin

- -
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embargo, los niveles de OAA y DAP son significativamente mayores

{tabla ). Estas diferencias son dJebidas probablemente a un

‘tiempo de muestreo mayor en los datos previamente ;epurtndns7*

y/0 un tamafio inadecuado de la muestra empleada previamente®=,
En este contexto, la cantidad de teiido empleado en estas

publicaciones estd en €l rangode 1 g por S5 a & ml de medio de

homogenizacibn™ST gque corresponde a una concentracion final de

1646—200 mg/ml. Si este rango de concentracidn se extrapola

utilizando la regresidn lineal del grupo B (fig. &), los valores

"obtenidos con nuestros resultados son muy similares a las

reportados previamente.

Considerando gue un beneficio se ha obtenido con las
restricciones de peso y tiempo de muestren, pasamos entonhces a la
tomparacidn de ambas metodologias de preparacion (PCR vs. HDD),
donde se demuestra gque la recupeacibn de todos los cetpacidos
verificados nbtenidés con HDD (tabla @) es mayor gque la
recuperatcidn con PCR, demostrando que las condiciones usadas con
HDD representan un manejo mas apropiado del tejido para la mejar
recuperacidn de metabplitos. En canclusidn, de los dos m&todos
de preparacidn tisular comparados, 1la t2cnica de homogenizacidn
deproteinizadora directa (HDD), produce una recuperacidn mayor de
metabolitos cuando ambas metodologlas “‘son llevadas a cabo baldo
condiciones estandarizadas exirictamente. Agregando a eslo la
simplicidad del método, se concluye que HDD es el wm2dtodo de
eleccibn para la fijacidan y edxtraccion de metabolitos del higado

y probhblemente de otros tejidos.

T
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2.3.3. Comparacién de las mefudolngias
para la determinacidn de los

.

dinucledtidos de nicotinamida y adenina.

tUnt de los problemas fundamentales para el estudio de
lia:;n¥1uencia de los potenciales redox en el metabolismo es
precisamente la determinacibn de los dinuclesdtidos de
nicotinamida y adenina=2. En la tabla {0 s& listan las técnicas
mis comunes de determinacidon de las diferentes formas de estas

mol dculag=2t.81.02

Por desgracia tpodas las formas de determinacion de los

dinuclebtidos presentan un sinpdmero de dificultades y problemas

a) DIRECTAS IN VITRO
DETERKIHACION EMZINATICA DE MAD, MADP, NADK Y MabPH EM EXTRACTOS TISULARES
b3 DIRECTAS IN YIVD
ESPECTROFLUGRGHETRIS DE SUPERFICIE
RESORAHCIA HABRETICH MUCLEHR POR 13C

¢] IRDIRECTAS IR VITRO
DETERRINRCICH EMIINATICA DE NETABOLITOS RELACIONADOS COM DESHIDROBEMASAS WAD(P)-DEPENDIENTES

»

d1 HBIREETAS 1H_VIVD
RESOMAHCIA KABNETICA NUCLEAR POR i DETERNINAMDO METABOLITOS RELACIONADOS CON DESHIDROGEMASAS

WD (PI-DEPEHDIERTES

Tabla 10: Metodologias utilizadas para 1a deterainacidn de potenciales redox intracelulares,
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metodoligicos que las hacen poco validas. En diferentes trabaijos
se han discutideo estos problemas®*. Resumiendo, desde el punto
de vista bioldgico, las determinaciones directas tincisos a y b;
tabla 10), es decir las determinaciones del contenido celular
total de NAD y NADP y sus contrapartes reducidas, aunque puaden
dar alquna informacidv general, no tien?n ningdn significado
metabdlico. Esto es debido a que 1la participacibn de 1los
diferentes estadios de oxidorreduccidn de estas coenzimas en el
metabolismo celular esta influenciada por 1a compartamenta-
lizacidn vy 1a concentracidn libre de dinucledtidos (fraccian no
ligada a protelnas=1)_ Por otro lade, las técnicas directas in

vivo (inciso b; tabla 12) que daban la impresidon de ser de

importancia vya gque estodian el tejido integro, tienen wna
desventaja adicianail a las antes mencionadas vy es qgue noa

distinguen entre NADH y NADPH=S-2=,

Una manera de sclucionar este problema ha sido
determinar los potepciales redox indirectamente {(incisos c y d;
tabla 12,27.2%1.91_  Estas metodologias se valen de la medicion de
las concentraciones de sustratos y productos de algunas
deshidrogenasas NAD- 0o NADP—-dependientes gue se encuentran
compartamentalizadas y que a su vez se considera se encuentran en
equilibrio quimico en el tejido Integro debido a su velocidad de
reaccibn relativamente alta=1, Aunque este enfoque ha resultado
ser &1 de mayor validez y uso, existen serinos opositores hacia
2l mismo=32, Las nbjecione; principales bhan sido: la exclusidn

de las coenzimas ligadas a proteinas y 1los problemas para la

— 49—

B e e o



TERNANRD A0TAS-HEHDOIS

extraccidn y determinacidn de los metabolitos. Estos problemas
se han intentado resolver utilizando resonancia magn&égtica nuclear
in vivo, proyecteo que se encuentra en estadios iniciales de
investigacidn (1a referencia ®* ps producto de este proyecto)d.
La tabla 11 resume las diferentes deshidrogenasas qgue han sido
utilizadas para fines de determinaci?n de los cocientes
NAD{P)} /JNAD(PIH algunas de sus caracterlsticas mas

importantes*¥.9=. s,

En estas enzimas la reaccion general es:

SUSTRATO REDUCIDO + NADR(P)* ——-—> SUSTRATO OXIDADD + NADIP)H + H*

por lo gue la ecuacibn de equilibrio es:

TiPg COHPHRT IHEHTO K* FgaltHT] PR REDOY
RABSRADH

LDH CITOSOL 1.11.10-4 LAC/PIR
604 CITOSOL 1.31.50-% GAPIDHAP
HPH CIT/HIT 2.33+10-3 KAL /04
BDH KITOCOMDRIA §.93-10-2 BHB/AAA
BLUDH HITOCONBRIA 3.90-10-3 BLU7aCB,HH,
HRDP FHADFH

HODK CITosoL 3. 44-10-2 #aL/PIR, Oy
65POH CITOS0L 2.4010-7{7] G4P/FEH
1COH CIT050L 0.51 IC/eLB

Tabla Uf: Caracterlsticas de las deshidrogenasas utilizedas para la detersinacidn indirecta de los
polenciales redox  en conditiones estindar (38'C, pH 7.0, 1 = 0.231. La concentracidn de COg considerada es de
1.16 paol/y Las abrevialuras se encuentran en la pagina -:j-.
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COXIDADD3-CNAD(PYHI-L[LH*]
Kea = PR |

CREDUCIDOI - CNAD(P) ]

Considerando para fines practicos gue la concentracion de
protones es constante alrededor de 167 en el tejido vivo vy

despejando NAD(F)/NAD{(P)H se obtiene:

CNAD(PY 1 COXIDADO] i
———————— = ——————————— e — 4
CNAD(PYH] CTREDUCIDOZ K*

donde K* = Kuma/LH*],=3_ La ecuacion 2 expresa gue conociendo la

concentracidn de los sustratos de estas enzimas se tendrd una
idea aproximada del poatencial redox siempre y cuando se cumpla el
hecho de estar en equilibrio quimico in wvive™S, También en la
tabla 11 se encuentran listados los pares redox y las K’ de
cada upa de las enzimas consideradas para la determinacion de los
potenciales redox intracelulares. La ecuacidn 2 estara afectada
por otrps miembros si la reaccibn  enzimatica involucra otros
sustratos como es 1 caso de la glutamato deshidrogenasa (amonio}
y la malato deshidrogenasa descarboxilante NADP-dependiente

(bitkido de carbono; ver tabla {},9".R9)

Este sistema indirecto de determinacidn de potenciales
redox (NAD/NADH y NADP/NADFH) que abln teniendo detractores es el
mas fidedigno, fue el utilizado en el presente trabajo can
alguna? modi ficaciones Qque se mentionan en Ios incisos

siguientes.
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RESUL T ADOSE

3
- 3.1. EFECTO DE GAH SOBRE EL ESTADO REDOX HEPATICO

Para estudiar a las lanzaderas se utilizan inhibidores

o activadores de las reacciones involucradas en el proceso3v®.3o,
'Eﬁ 1a rcitas mencionadas, se listan las sustancias que han sido
‘utilizadas para el estudio de 1la lanzadera de malato-aspartato
(LMA) =n el hlgado y que eminentemente corresponden a activadores

o inhibidores de las reacciones de transaminacidn®®, En esta
parte del trabajo se explord el efecto de la T-hidrazida de Acido
glutdmico (GAH) , un inhibidor de transaminasas previamente

documentado por Tapia gt_al 2, sobre LMA cuando se utiliza etanol

camo generador de NADH ritosbdlico con el fin altimo de demostrar

la importancia de la lanzadera en el metabolismo hepéatico. La

BGAH mostrd diferentes efectos sobre la actividad de la lanzadera

dependiendo de 1la dnéis utilizada: activacidn a concentraciones
bajas e inhibicidbn a altas concentraciones. Utilizando el efecto

inhibitorio de dosis mayores de GAH estudiamos el efecto de dicha

inhibicidn sobre 1la lipogénesis y la gluconeogénesis hepatica en

presencia de etanol. Se encontraron resultados que sugieren gue

.
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tanto la generaciiv de grasas como de glucopsa estdan aumentadas

por efecto del GAH.

3.1.1. Demostracion del efecto directo sobre higado.
En esta parte del trabajo se llevaron a cabo experi-—

mentos con  animales integros y células hepaticas aisladas. Los

experimentos con animales integros se llevaron a cabo en los

animales mencionados en el capltulo de metodologlia administrando—
les una dosis finica de etanol (Omg/kg de peso corporal; intragds-—
tricamente) vy una inyeccidn intraperitoneal Inmediata de
diferentes dosis de GAH como se muestra en las figura 8, v 92 v en
la tabla 12. fos animales fueron decapitados a 1los tiempos
mencionados en las figuras previamente referidas considerando
tiempo cero rcuando la hidrazida fue inyectada. Muestras de higado
fueron tomadas segiin se menciond previamente {HDD en la tabla 7)
y se determinaron LAC, WAL, FPIR, BHB, AAA, v triacilglicd®ridos
{TAG) hepaticos y etanol en sangre total, siguiendo las

metodnloglas reportadas en la tabla 4.

Hepatocitos aislados siguendo la metodologla descrita
en el incisep 2.1.2., se incubaron en solucidn de Ringer-Krebs
adicionada con etanol a una concentracidn final de 5mM, albimina
(12} v calcio (concentracibn fipal 1.3mM). GAH fue adicionada a
diferentes concentraciones como se detalla en la figura 10. E1

metabol ismo celular se detuvo al agregar acido percldrico a una

!
@A
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a la éﬁﬁiqistra:iﬁﬁfde GAH ‘2 animales Integros. En el panel A
murstra un
etanol serico,

aumento lineal

doesde

sipuiendo un comportamiento sigmoideo. Como % obvioc on esta
v figura, las concentraciones bajas de GAIY {1020 mg/Ky de peso

corporal)

concentracidn

neuwtralizados

de ctanol sanguiném_{panel n)_ynde LAC y MAL hepaticos (panel

fipal - de &% rmidiéndnse etanol en los extractos

Citabla 6).

LEn-la figura B se muestran las curvas dosis-~respuesta

B)

so

b

compartamiconto bifasico de las concenkraciones cle

mientras gque en el panel B se muestran tanto un

de MAL hepatico (estadisticamente significativo

la dosis mas baja de GAH) camo un aumento de LAC hepalico
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hepatico. Esto

lanzadera por la

probablemente

presencia de dosis bajas de GAH demostrado por
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‘una activacidn de 1a

un aumento en la desaparicién del etanol sérico.

En las turvas de tiempo-respuesta de stanol s&rico y

malato vy
respectivamente)

niveles de

entre 0.5 hr y 8 hr despuds de su administracion,

lactatn hepaticos
se muesta

etanol sérico

ue

{paneles

se mantienen

A v B de 1la Ffigura @9

H
mientras en 2! control 1los
dentro del mismo rango

la presencia de

BAH produce un bloqueo en la desaparicidn de etanol en sangre que

gs maximo a las cuatro horas y regresa a valores normales a las B

hura%.!ganel.?).

En el caso de

¥ 14
75) [ l/ -{

. [ T3

of /1 1 I\ I/"<
% e i S R L )
5 i SR SR &

oel Yy - l l_ Tiﬁig:;;>~1“4 g
- 3R T bl T

S D=t m Qmeme s Ememe =

‘_/l_! 1 ) i I 1 1

}AC y MAL hepaticos {(panel D),
T B ) T LY 1

2

4 8 705 54

TREATMENT <logychr

Fiqura % Durvas tiespo-respuesta de etanol [panel Al y salato y lactato lpanel B} a Lipresenceis de GaM
en snimales previasenle intoxicados con elanol.

Ll

-5 5

i

.

TN S3LIT08YLaW

Griowrd) Y3

v



Mt LA

~AHAHRD SRIAS-HENDOZA

los valores del primero son estadisticamente mayores en presencia
de GAH solamente despuds de cuatrao horas de tratamiento, coinci-—
diendo con la disminucidn,k maxima de 1la movilizacién del etanol

stricp, mientras gque 1 segundo es significativo desde el inicio

T del tratamiento.- Abn  as? hay una elevacidn maxima de MAL

hepatico concomitantemente con la disminucidn mAxima de la
3

movilizacidm del etanol serice. Lo interesante es notado cuando,

E a las a horas, =1 etannl regresa L valores control,’ la

concenktracidn de MAL tiende a bajar tambi®n (awnque no llega a

valores control), y la concentraciin de LAC sigue aumentando en

el tiempo.

Para demostrar que el efecto de la hidrazida es dil:'EL'.tl:"l
sobre el metabolismo hepatico se llevaron a cabo experimentos con
hepatocitos aislados. En estos experimentos (figura 10) seg
encontrd un efecto muy lﬁimilar‘ que &1 epncontrado en animales

- integros: bajas concentraciones de GAM aumentaron la desaparician

S T
ﬂpaH:F#,_:":;?**hh;ﬁ

o 5% .
P £ 0%

— =427
_ 3
. & . oon
— - Boa, '

Y
— T . Y :
o 1w G e fo=> GAH (2.5 2 £1)

F-i;ura 103 Curva dosis-respuesta del consuan de ebanol por hepatocilos en presencia y ausencls de GiH. |




ESTARO REDOX EN METABOLISHD

de stancl mientras gue dosis mayores inhibieron esta desaparicion
casi llegando a un 100% en el caso de la dosis de 2.3 »x 10—= M,
Esto demuestra que el efecto de l1a GAH es directo sobre el

higado.

En la tabla 12 se muestran los v?lnres de los cocientes

NAD/NADH citosblicos y mitocondriales en presencia vy ausencia de

SIH i cON At
LiC BAOL1b0 25904340
1131 151
PIR 110430 . 160230
133 4
Hil 570570 24702200~
) {6) (53
BHB 10204130 1010450
{5 {5
1) 140450 160870
(T3] 4]
LACIPIR 7.81 16,19
HALIRIR 5,09 13.54
BHB PARA 7.28 .31
RhD/HADH C1T0SOLICD 1157 55
NAD/HADR NITOCONDRTAL 2.80 3.6

HATP/RADPH C1T050L1C0 0. 0058 0. 0025

* p40.0005 contra el valor control

Tabla 12, Efecto de 6AH sobre los pardeetros del estado redox citopliseico y sitorondrial en higados
agudasente intoxicados por etanol.

-
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o

i

GAH en animales Integros intoxicados con etanol. Los valores

S

s

reportados muestran claramente como en presencia de GAH hay un

T
S

o

aumento del valor de NADH citoplasmico demnétrando la
alteracidn en la movilizacidn de equivalentes reductores del
citoplasma a2 1la mitocondria debido a la presencia de la GAH.
Resumiendo, en um higado agudamente intéxicado con
etanocl, donde 1la concentraciim de NADH citosdlico se encuentra
aumentada, dosis altas de GAH, un reconocido inhibidor de

transaminasas, muestran una disminucidn en la actiwvidad de 1la

lamzadera de malato—aspartato, manifestada por uwna disminuida

oxidacidn del etanol, por una relacidn NAD/NADH citoplasmica

disminuida v por la elevacibn de sustratos reducidos generados

g
E!
;'..‘
2
.
i

por las deshidrogenasas que comparten el NADH en el citosal (LAC

“ane

y MAL}.

LN

I.1.2. Inhibicidn de la lanzadera

de malatp—aspartato yv l1ipogénesis.

PR B ca o

Para demostrar el efecto que sobre los TAG hepaticos
tiene la inhibicibn de 1a lanzadera de malato-aspartato se siguid
la metodologla reportada en el inciso 3.1.1., estudiando algunos

parametros relacionados con el metabplismo de 1lipidos. En la
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figura 11 se muestran los resultados de las determinaciones de
TAG en higados de animales Integros bratados con etanol o etamol
mas GAH. En la tabla 12 se muestran 1os valores de la relacion
NADP /NADPH cifnpiasmi:a dénde se demueztra una disminpucidn de la
misma, este es la presencia de etanol produce wun aumenlo de
NADPH2" que es potenciado por la inhibicidn de la LMA. Como es
sabido, ©} NADPH ep= sustrate para la sintgsis de Acidos grasos*?

gue se pueden acumular en forma de TAG hepaticos.

En pstes resultados se ve gue existe un efoczto impor—
tante sobre la concentracion diz TAG en higado cuande esta btratade
con el inhibidor de 1a LMS. Esto Ultimo sugiere que el efecto
productor de hlgado grasoso gue se ha repértado tiene el eptanol *
vy que apul se potencia por la presencia de GAH, s un efecto
directo sobre el metabplisme hepaticeo vy no un efecto ﬁnr

|
20,9 :

bos.0) |
18. 04
5.9

i
4 8

TIEMPO (hy)

Figura 13: Curves de concentracibn de triacilglycéridos en el tivapa en presentia flridaquios) v ausencia
fcoadros] de BAR. En b, p 4 0,025 y en tF p & 0.0L
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movilizacidn alterada de lipidos (disgminucidn de la salida y/o

aumento de la entrada) como se ha sugerido previamente®e.

Para fundamentar la hipbtesis anterior se huscd un
cistema celular lipog&nico que pudiera ser actiwvado como respues-—
ta a la inhibicibn de la lanzadera de malato—aspartato y que
tuviera relacidh con la generaciodn de equivalentes reductores en
el citoswl por etannl. lLa explicacidn mas adecuada gque se
encontrd para justificar el aumento de los niveles de lipidos por
inhibicidn de ILMS es una probable activacidn del cicleo de
mal ato—-piruvato (CHP27.7™1) coma respuesta  al aumento de NADH

citosdblico producida por £1 etanol y a la accidn de la GAH.

—-_—50—
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vias metabdlicas
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encuentran esquematizados en la figura 12,

involucradas con &1 se

Tetwricamente la inhibicidn de LMA por GAH producira un

aumento en

algunos preacursores

lipogénicos (citrato

nuestros resul tados experimentales muestran

el flujo metabdlico en CMP aumentando en mayor medida

l:itnplaﬁmicn y NADPH) .

En este sentido, que
las relaciones NADP/NADPH reportadas en la tabla 12 estan en
favor de estas suppsiciones. Mas adn, el GAP, precursor del
glicerol de los TAB se ha encontrado aumentado en hlgados de
animales previamente intoxicados con etanol en presencia de GAH
CIT050L HITDCOHERYA
o7 PIR #m—— o ——PIR
HADPH < AP
£0, < /_\ €0,
Hi0P > WP
ETANOL — e
- HAD
\________.,\, HADH D < HADK
ACETIL-Cod < oaa’s - ACETIL-Coh
a g~redoccibn "
RSP w———— noP < #CETATO
A
CIT % it
al cic¢lo Je Krebs
ACETHLDEHIDO e S ACETALDEHIDO

Figura 12: Hapa setabdlico de integracidn del ciclo salato-piruvato con 1a Tanzadera de malalo-aspartatoe,
el ciclo dev Krebs, y Ia vla principal de oxidacidn del etancl en ¢l hlgado.
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{ver incisos siguientes), proveyendos de un factor adicional para
considerar una sintesis aumentada de TAG como respuesta a las

alteraciones metabdl icas del etanol en el higado.

Tambi&n el hallazgo de-que la relacidn NAD/NADH mito-—
condrial se encuentra mantenida en presepcia o ausencia de GAH
(tabla 12) puede ser explicado en este contexto: el 0AA formado
por la deshidrogenasa malica (NAD) mitocondrial puede brincar el
paso blogqueado de la transaminacidon siguiendo el camino del
citrato en CHMP (ver +Figura 12), por lo que sigue existiendo
transferencia de NADH del citosol a la mitocondria adn con el
bloqueo de la lanzadera. Por obotro lado, para que el acetaldehidao
se convierta en acetate se reguiere de la participacidn de la
aldehido deshidrogenasa enzima que genera NADH mitocondrial en el

catabolismo de etanpol™=,

3.2. EFECTD DE ADENOSINA SO0OBRE

EL‘ESTRDD REDOX HEFPATICD

En trabajios previos Hernandez Mufsoz et al mostraron que
ADD produce un efecto protector del hlgado en ratas Integras
contra el actimulo de 1lipidos en este drgano {higado grasoso)
producido por intoxicacidn etandlica*=. La ADO inyectada concomi-—
tantemente o dos horas despuds de la administracidn de etanol,
produjo una disminucidn significativa de 1los niveles de TAG

hepatiitos en comparacion con animales conbtrol a los que se

—_8Hy 22—
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administrd etanol solo. Aunado a esta disminucion de TAG,
tambi®n fue mostrado por estes autores, gue el estado redox del
sistema de la deshidrogenasa de GAP (sistema :itnﬁlésmicn) se
modificaba en presencia de ADO. Graficando los valores de TAG
vs, NAD/NADH por este sistema se encontrd una relacidon lineal.
Con estos datos se demostrd que existe yna relacion importante
entre el estado redox cltoplasmico NAD-dependiente y 1; apéri:ibn

de TAG en #1 higado ¥y que la ADD modifica ambos parametros

fFavorabl emente*™,

El mecanismo por el cual ADD modifica estos parametros
ha sido motivo de estudio por el mismo. grupo de autores, sin
haber llegado a una coeonclusidn adecuada™—45 En el presente
trabajo se discuten tres aspectos del problema: a) la demostra—
cidn experimental de que el efecto de ADO es directo sobre 21
higado; b) 1la participacidan de ADD en la translocacidn de
equivalentes reductores del citosol a la mitocondria vy c) la
participacidn de ADO para desequilibrar 1la captacidn de
egquivalentes reductores por las’ diferentes deshidrogenasas

citoplasmicas.

3.2.1. Demostracion del efecto directo

sobre el higado.

Como se menciond en el inciso respecto al efecto de la

GAH, en la actualidad no se tiene una idea clara del por quéd de
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la formacidn del hligado grasoso por ingesta desmedida de
etanol=2=, Se han postulado mecanismos por movilizacian afectada
de grasas y mecanismos por metabolisme hepatico ‘alterado®>.
Nuestros resultados con G6AH sugieren una participacitn directa
del metabplismo hepatico. Considerando lo anterior y el hecho
de que los niveles de TAG hepaticos son girectamente proporecio-
nales con la magnitud del etanol ingerido y de su velocidad de
ozxidacidn, se sugiere que cualquier efetto sobre niveles de
. lipidos hepaticos o etanol sanguineo post—ingesta de etanol es
directo sobre el meta@nlismn hepatico-. Es de sasperarse entonces,
que ADO, 1la cual actia sobre los niveles de lipidos hepaticos
post—ingesta de etanol®™™, tenga una participacion directa sobre

el metabolismo hepatico. En relacion a esto, Hernandez-Muffyoz et

15>

midieron 1los niveles de etanol en sangre y encontraron que
estos disminulan mas rapidamente en presencia de ADD que cuando

no se administraba &£l nucledsido.

Atn asi debido a que los experimentos de Herpandez-—
Huﬁnz 2t al fueron realizados en animales Integros®~, no se podia
descartar que el efecto de ADD fuera sobre tejido adiposo
(impidiendo la movilizacidn de grasas) y no sobre higado. Es mas,
se sabe gue ADO tiene diverses efectos, tanto metabdlicos camo
hormonales, a nivel del adipocito®®. Es por esto gue se decidid
investigar si ADO tiene un efectn directo sobre 1 higado para
disminuir los niveles de TAG o s5i lo visto por el grupo de

Hernandez-Muffoz es secundario a un efecto primario en tejido

adiposb. Esto fue hecho con el obijetivo de fundamentar mas la
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‘hiptitesis sobre uwna alteracidn hepatica directa del etanol para

generar el higado grasoso.

El sistema bioldgico gque se utilizd fue el de hepato-—
citos aislados con 1la incubacitm de 1os mismos con los
metabolitos en cuestitn. Encaramos ﬂn? problemas con este

sistema: a) los hepatocitos tienen una enzima que desamina al

nucledsido activamente®>, por lo que en ccasiones es dificecil
determinar su efecto metabdlico y b)) hasta el momento actual no
ha sido posible estudiar sintesis activa de 1ipidos en

hepatocitos va que no se cuenlta con sistemas suficientemente
sensibles®, Para snolucionar el primer problema se utilizd un
inhibidor de 1a ADD desaminasa la eritro—9—(2-hidroxi-3-nonil})~—
adenina (EHNA®S.=S) Como su nombre 1lo dice, el EHNA es un
analogo de ADD que se fija a la desaminasa produciendo inhibicidn
no—competitiva®%, por lo que se esperaba gue el efecto d= ADOD, si
es a nivel hepatico, fuera potenciario por dicho compuesto. Para
resolver el segundo problema se estudid la oxidacidn del etanol
como marcador para el efectoc de ADBD que, aungue nNno es la manera
mds adecuada para obtener resultados, si habla antecedentes sobre
el pfecto de ADO favoreciendo la oxidacitn del estanol en animales

Integros+>,

Se obtuvieron hepatocitos aislados por el mismo agtodo
detallado en el inciso 2.1.2., diee los animales experimentales
previamente mencionados vy gue son muy similares a 1los usadps por

el grujpjo de Herpandez-—-Muffoz**. Las celulas se incubaron en
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presencia de stannl y se cuantificd 1la velocidad de oxidacién del
etanol en presencia o ausencia de ADD y/o EHNA. lLos resultiados
se presentan en la tabla {3 donde se demuestra que ADD tiene un
efecto directao sobre la oxidacidn del etanol por el hepatocito
cuando se encuentra en presencia de EHNA pero no lo tiene por si
sola. Lo mas interesante de los resultados se encuentra en el
valor de oxidacidn del etanol cuando splamente se aéregﬁ EHNA.
El hecho de gue esta mol&cula por si misma produzca 21 efecto de
aumento en l1a oxidacidn del etanol sugiere que los niveles de ADOD
endbgenos que no  son desaminados por el hepatocite son

suficientes para producir 1la aceleracibn del catabplismo del

etancl.

Con esta explicacidn, en este inciso concluimos
positivamente: ADD tiene un efecto directo sobre la oxidacidn del
etanol f(aunque es necesario visualizarlo en hepatocitos aislados
inhibiendo a 1la adenpsina desaminasa por medio de EHNA)Y, 1o gue

sugiere gue el efecto lipotrdpico y sobre el estado redox

COHDICIOHES T OXIBACION
ETANOL SOLD 100
ETAHOL ¢ ADD 97
ETAHOL + EHMn 17
ETAHOL + ADD + EHHA 142

Tahia.13= Efecto de ADO y EHHA sobre hepatocilos aislados incubades en presencia de etanol.
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intrahepatico tambign es directo sobre el higado 1o cual
fundamenta nuevamente nuestra hipdbtesis de generacidn de hlgado

grasoso por alteraciones metabdlicas directa sobre el'higadn.

F.2.2. Efecto sobre la lanzadera Fe malato—aspartato

Diversos sistemas se han intentado para explicar el
efecta lipotripico {(anti-higado grasoso) de ADD.dandn resul tados
fundamentalmente negativosAI—4%_ Tres posibles efectos fuerocn
estudiados previamente: a) aumento de la poza de nucledtidos de
adenina con wun aumento de ADF y AMP que aceleran la utilizacidn
de NADH por l1la cadena respiratoria“™; b)) aceleracidn de 1la
alcohol deshidrogenasa por un efecto hormonal de ADO**; y c) la
aceleracidn  del sistema alterno de oxidacidn del etanol
{catalasa) por el catabolismo de ANO (generacidbn d= perdxidos por
2l aumento de sintesis de acido drico*®), habiendo'sido reportado
Aue el primero sucede muy pobremente como para explicar el
fendmeno vy los otros dos Ffueron resultados completamente
negativos. Era de esperarse gue el dltimo efecto {uera negativo
ya gque como se menciond previamente, el etanol por si mismo eleva
la concentracidn de Acido oOrico por un aumento desmedido en la

degfadacibn de purinas™s. 7,

Un sistema en el que no habla sido demostrado el efecto
de ADOD en la intoxicacin etandlica y que consideramos fundamen—

tal fue el acarreo de equivalentes reductores del citojlasma a la

-7 —
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mi tocondria. La razdn por la cual fue considerado importante es
porgue en la literatu;a se considera gue las lanzaderas son el
paso limitante en la oxidacidn del etanol=2<.=c " Estas son
limitantes por el hecho de gue el primer paso del catabolismo del
e2tanol se 1leva a cabo en el citosol generando NADH estequiomé—
tricamente a la concentracion de ?tannl ingerida™a-3°
Coneiderando que la concentracitm citoplasmica del dinucledtido
es baja vy constante?®®, se requerira un sistema que lo reoxide
para poder continuar utilizdndose en el catabolismo del etanol.
En las Figuras 8 y 14 se presentan, el catabolismo del etanol y
1lns pasos que generan equivalentes reductores junto con las
reacciones involucradas de la lanzadera de malato—aspartato gue
es considerada como paso limitante. Si ADD acelerara este paso
limitante se podrian justificar los datos observados respecto a
TAG, estado redox citoplasmico ¥ oxidacidn del etannol
fundamentando nuevamente 1a hipotésis de metabolismo hepatico

alterado como generador de higado grasoso post-etandlico.

En nuestra hipbdtesis de trabajo consideramos que una
aceleracidn de LMS provocaria que los equivalentes reductores
generados citoplasmicamente estuvieran mas facilmente disponibles
por la cadena respiratoria con lo que se produciria un aumento de
NAD citoplasmico y una mayor facilidad para oxidar etanol por el
gistema de la alcohol deshidrogenasa NAD-dependiente™*. Esto se
demostra-fa por una relacidn NAD/NADH citoplasmica aumentada y un

aumento en la oxidacidn del etanol, que como se ha mencionado,
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asl se encuentran cuando se administra ADQ a animales intoxicados

agudamente con etanal*=,

Por otro lado, considerando el ya mencionado eslabona-—
miento entre ILMS vy CMP se tendria que si se acelera la primera,
la segunda trabajara menos por 1o que 1? relacion NADP/NADPH
aumentarla y la generacidn de acetil-CoA citoplasmica disminuiria
concomitantemente. De esta forma la sintesis de lipidos estaria
disminulda por carencia de precursores. Comp se menciond, los
niveles de TAB hepaticos estdn disminuidos en presencia de ADD4™S,
. Luego entonces, 8i inhibimos LMS en presencia de ADD en animales

intoxicadas con etanpl, debemos encontrar una anulacidn de los

efectos del nucledsido.

—55—
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En las tablas 18 vy 19 se muestran los resultados
phtenidoas cuando GAM fue utilizada como inhibidor de la lanzadera
de mal ato—aspartato, con 21 fin de ver si con esto se blogueaba
concomi tantemente el efecto de ADO sobre el metabolismo del
etanocl - En estos experimentos, a l1os animales se les administrd
etanol intragastricamente e inyecciones inatraperitoneales de ADD
y solucidbn salina o GAH. Estos animales fueron sacrificados a
las 8 horas posteriores a las administraciones. El sacrificio
fue llevado a cabo por decapitacidn y se tomaron muestras de
higado para extraccidn acida y homogenizacién en amortiguador de
fosfatos. lLas muestras Fueron procesadas como s indica en la
tabla ? para homogenizacidn’ directa. En estos experimentos se

determinaron los metabolitos gque se indican en la tabla 14, que

LiC Gt BAP it LET (L] B4R fih
CORTROL 513499 133 831181 13 531445 20,5 1004890 31
{51 5] {51 t4] {91 2] i3] {31
Ad 284159 712 545470 1312 356121 810,19 674421 3y
1] 51 3] (531 )] {31 {41 (31
pit 0,025 5,025 0,008
Bal 25204374 1581 15954414 134 14901191 2103 J§74123 2,510.3
(8] 4 (51 {51 {101 4] 4} i
pis 0.0003 0.0005 0. 0005 0.0003 0.0t
BAl ¢+ 17611408 1744 14904310 1742 4852174 20,4 p45485 it
ADD {51 1] 5] {3) (11 5] {5} 31
plt 0,0005 0.0005 0.0005 0,025
pitt 0,95

Tabla 143 Eiectos sobre los parbaeiros del estado redox intracelular de adenosina (iD01, s-hidrazida
de hcido qlutdaico IBAHT y ashos cosbinidos sobre higades intesicados con etame), Los valores se reportan en
naol/g de peso hisedo y corresponden al prosedio tel error estindar con el ndsero de observiciones en
parintesis. p(t corresponde & !a cosparacidn con el grupo controlj p{tt corresponde & la comparacidn con el
grupo de 64, La correspondencia con las abreviaturas se emtuentra en la hoja ix.
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corresponden a los resultados en relaciddm a4 los estados redox
intracelulares, y 1lops reportados en la tabla 15 que corresponden

a los parametros de carga energética y triacilglicéridns.

Como se puede ver en la tabla 14, la presencia de ADRO
en un higadp intoxicado con etanol, praduge disminuciones de los
niveles de hidroxiacidos siendo significativas las disminuciones

de LAC y MAL. Tambitn profuce una disminucidn no significativa de

‘los niveles de TAG (tabla 13}, lo cual concuerda con trabajos

previoses, Cuandn se administra GAH, su efecto es patente en
todos los resultados siendo altamente significativos los aumentos
de LAC, PIR, GAP y MAL ¥y la disminucidn de BHB, todos hablando de

la inphibicidbn de !a lanzadera de malatp-aspartato. Los TAG

aTP e e PEP Ta8
COHTROL 11584154 113208 3624101 240,25 B.410.5
(51 u3 151 (4 h
4p0 11742191 9174158 170484 710,01 5.120.8
151 15 (5) 13 : {51
pis 0, 0005
&3 7461281 174297 351444 £t IR
t th 15 5 i
plt 0.005 0,903
BAH + 12882155 953235 T SIN 542 15,714
Al [£)] 3} (L] {51 P -1
pit 6.0 0.0
pits 0.05 0.05

Tabla 15¢ Ffeclo schre los parkeetros energélicos celulares y triscilglickridos, o adenosina (ABO},
1-hidrazide de Mido glutdaico {GAK) y anbos sindrqicamente en higados agudamente intoricadoicon etanol. Les
valores se reportan en -neol/g de peso htwmedo, a excepcidn de TAG que se reportan en 83/9 e peso hdaedo, y
corresponden 2l promedio ¥ el error eslindar con el ndeero de ohservaciones en pardntesis. pil‘arresponde a la
cosparacite’ del  grupo en cuestidn con el grupa control, sientras que p{if corresponde a la conarac:én con el
grupn de BAH, L& correspondencia con l1as abrevizluras se encoenira en 1a hoju is.
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tambi@n se - encuentran elevados - correspondiendo a una posible
activacidn del ciclo de mélato—piruvatu secundario al aumento de

HAL .

Al tratar a los aﬁimales con ADO ¥ GAH se encuentra gue
aunque los valores de los hidroxiacidos se ;encuentran disminuidos
en relacidn al grupo con GAH, ectos cambins‘ no son
estadlsticamente significativos con excepcidn de MAL, 1o cual
habla de gue el efecto de ADD se encuentra parcialmente anul ado
por la presencia del inphibidor de la LMA. Esto sugiere gue el
efecto hepatoprotector de ARO tiene que ver con el funcionamiento
de LMA aungue al parecer no es un esfecto directo sobre 1la

lanzadera de mal ato—aspartato.

Por otro lado, es interesante notar que los dnicos
resultados cony significado estadlstice entre GAH vy GAH mas ADD
(tablas 14 y 15), son una disminucidba de MAL, un aumento de ATP vy
una disminucidn de ADP. Considerando gue el transporte de HAL
a travies de la membrana mitocondrial interna no est3 afectado por
la presencia de GAH (la inhibicidn estd lejos de este paso Cver
figura 1213, s2 pueden inferir dpos posibilidades: gque hubo
transporte aumentado de MAL hacia la mitocondria o que se generd
una mayr cantidad de MNADPH para sintesis de 1llipidos por 1a
enzima madlica. Lo segundo se descarta porgue los valores de TAG
estan fisminudos en presencia de ADO y no aumentados como es de
esperirse si esta es la hipbtesis correcta. Luego entonces esto

sugirme que el efecto de ADO se relaciocna probablemente a un
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aﬁmenﬁu en el transporte de MAL hacia la mitacondria aun en
presencia de un inhibidor de LMA. Este hecho unide a upa relacidn
ATP/ADP aumentada vy a una elevacitn de la suma de A+P+ADP en el
casn de ADO mas GAH comparado con GAH solo {(tabla 15), lleva a
sugerir que el efecto de ADDO se encuentra a nivel de 1la cadena
respiratoria debido a una mayor disponibilidad de nucledtidos de

adenina que pueden ser fosforil ados.

Como se menciond al principio de este inciso, este
mecanismo fue descartado por 21 grupo de Hernandez—Mutioz et_al4~,
pese a aque sus resultados no eran totalmente negativos.
considerando que 1ps nucledtidos de adenina estan aumentados
ligera vy tempranamente cuando se administra etanol y ADOD,
comparado contra el control de etanol selo en los resultados
repertados por este grupo  de investigadores*=, y que cuando se
inhibe la lanzadera se vuelven a encontrar valores altos de estos
nucledtidos (ver tabla 13) en presencia de ADO, se sugiere que el
efecto de la misma, es proveer precursores de purinas que afectan
a la cadena respiratoria avmentando tanto la reoxidacion del NADH
mitpocondrial compn el transporte de MAL. Como agul se estd
cnﬁsiderandn que el efecto de adenosina es de tipo metabdlico los
resultados con  EHNA, el analogo de ADD, suigeren que la ADO
endbgena, que no es desaminada debido a la presencia de EHNA,
pese a ser baja en concentracidn, es suficiente para causar un
aumento en 1l1a oxidacidbn del etanpl por los hepatocitos, por lo

gue para obtener el efecto hepatoprotector en animales integrus
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i
‘nn se . deben ver aumentos exagerados en las pozas de ATP y ADP o

‘en. la relacibn ATP/ADP en el hlgado.

El aumento en el transporte transmembrana de MAL produ—

':§§QD por ADD,; gque propicia la reoxidacién dé] NADH citoplasmico
1asﬁelerandn la oxidacidn del etanol tiene una explicacidn
fundamental: como 1la cadena respiratoria esta activéda por 1la
presencia de ADO, el ciclo de los acideos tricarboxilicos esta
activado tambiin. Esta activa;ian producira wun aumento en la
oxidacidn intramitocondrial de MAL a 0AA, la condensacion del
‘mismo torn acetil-CoA a citrato, perao en vez de salirse este
ﬂltimn de la mitocondria completandn el «¢iclo lipogénico de
citrato-piruvato, el citrato continuara en el ciclo de los aAcidos

' tricarboxilicos {(fig. 12). Esta hipétesis fundamenta nuevamente
el hecho de gue ADOD tiene un efecto de tipo metabdlico ¥y no
hormonal (o, en el hltimo de 1os casos, ambos combinados) para
acelerar la oxidacidn del etanol vy disminuir 1la lipogénesis

hepatica.

La otra posible explicacidn de la disminucidn de MAL
pudiera ser gque entra a gluconeogénesis. Para demostrar esto se
estudiaron los niveles de fosfoenolpiruvato (PEP; tabla 15} como

indicadores de la entrada de esgueletos de carbono hacia 1la

slntesis de glucosa-

En presencia de stanol tanto GAH como ADD producen un

aumentb significativo de PEP. Cuando se encuentran combinados

—7 4
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el aumento existe pero no es significativo. Con estos resul tados
s concluye que tanto ADD comb GAH tienen un efecto
gluconepgénico en 21 higado por diferentes mecani smos que no se

potencian cuando se mezclan-

El efecto de ADO parece E?tar en relacidn a 1la
generacidbn de DOAA citoplasmico el cual se encuentra aumentadso en
su presencia (tabla 14), mientras que el efecto de GAH pudiera
ser la inhibicidn de la glucdlisis por aumento de PIR (tabla 14)
generado por la enzima malica descarboxilante como respussta a la
inhibicidbn de LMA (fig. 12y . Cuando ADDO vy GAH se utilizan en
conjunto, MAL entra a la mitocondria por efecto de ADD por lo gue
no se acumulara PIR, mientras que la inhibicidn de la lanzadera
por GAH producird gque aspartato no salga vy no se genere 0AA
citoplasmico hablando de un ciclo de acidos tricarboxilicos muy
activo. La falta de achmuloc de PIR vy de generacion de OAA
citoplasmico seran loé responsables de la no activacidn de la

gluconeogiénesis en presencia sinergica de ADO y GAH.
3.3. DESEQUILIBRIO DE LAS DESHIDROGENASAS CITOPLASHICAS
3.3.1. Datas de la literatura
Estudiando las referencias clasicas sobre las determi-

‘"naciones de los estados redox celulares se observd que habia

estudics concluyentes sobre como las deshidrogenasas HNAD—

-7 5=
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dependientes mitocondriales comparten la misma poza de NAD y NADH
y que sg encuentran en equilibrio qulmico ih vivo=1, pero que no
existen los mismos estudios para las enzimas NAD—depeﬁdientes del
citosol ni para las NADP~dependienées, sino que directamente se
infiere gque este equilibrio quimiceo debe suceder en todos laos
sistemas redox intracelulares. £n este tr?bajn hemos determinado
dos sistemas NAD-dependientes citoplasmicos considerédns en el
equilibrio in_ vivo, 1o0s cuales no se comportan como lo reportado
para los sistemas mitocondriales. Los resultadas muestran gque al
obtener las relaciones NAD/NADH por medio de los sistemas de las
deshidrogenasas de LAC vy de GAP existen diferencias tan grandes
bajo diferentes condiciones que sugieren que estas enzimas o no
se encuentran en el equilibrio o se encuentran microcompar—
tamentalizadas de tal forma que no comparten proporcionalmente

las pozas de NAD o NADH.

Para fundamentar los resul tados obtenidos en el 1abora-
torio estudiamos diversas referencias en donde metabolitos
relacionados con las deshidragenasas NAD— y NADP-dependientes del
ctitosnl hepidtico fueron determinados®+—1®2_  phtuvimos con ellos
los potenciales redox y comparamos estos resultados con los
nuestros. Demostramos con estas determinaciones de los
potenciales redox, tanto de la literatura como nuestros, gue en
2] citosol hepatico existen condicicnes bajo las cuales las
deshidrogenasas NAD- Yy NADP—-dependientes consideradas en

equilibrio in_ vivo, se comportan como si estuvieran comparta-

mentalizadas o bajo el efecto de algin tipo de regulacidn.

T — i ——— A e i o .
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En el caso de los sistemas mitocondriales, Krebs=t
demostrivy gque tanto la deshidrogenasa de BHB camo la dé glutamato,
ambas enzimas mitorcondriales hepaticas NAD—dependientes,
cempartian la misma ppza de NAD vy NADH vy por ende la relacidn
NAD/NADH mitocondrial puede ser determinada con cualquiera de los
dos sistemas enzimiticos®*. Es mas, utilizando la ecuaéinn'Z para

cada una de las dos enzimas y hatiendo una igualdad se obtiene:

K?* {BDH) CACETOACETATOL - LGLUTAMATO]

PR 4
K? (GDH) L3—~0H BUTIRATO1- [CETOGLUTARATOI - LNHA* 1

siendo los valores de Ko de este sistema, estudiados por el Dr.
Krebs no splo semejantes entre si sine que coinciden con el wvalor
tedrico obtenido con las constantes de equilibrio in_ witro
(Kopon/ Kopr, =) . Estos resultados, sugieren gue ambas enzimas se
encuentran en eguilibrio gquimico in _vivo y que comparten la misma
poza de WNAD vy NADH.A En comparacidn, no existe nada concluyente

para el compartimento citoplasmico que permitiera fundamentar los
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hallazgos experimentales. En 1la tabla 16 se encuentran los
valores reportados de metabolitos obtenidos por analisis
enzimadtico de extractos hepaticos acidos de ratas Eratadas en
tres diferentes maneras: alimentacidn ad libitum, ayuno entre 24

y 48 hrs. y tratamiento con aloxan o suero anti-—-insulina para

by

ALIKENTADAS AYUND DIABETES DIARETES
AD L1BTTUN < DE 24 HRS ALDEAN ARTTHSIL 1K
N [ 11) : 800 _ 2300 1800
PR 177 55 54 137
§4P m 79 303 245
0ip 3 12 H) 2
ML 380 4% 527 100
oM 6 n 2
BB 144 1790 730
Atk 55 50 375
LU 110 ‘ 2610 %0
o6 140 8 %
Hila 470 550 640
Gap Zob 150 0%
ol 19 2 b
1t 2 3

Tablz 183 Proaedio de los wselabolitos reporiados en la Jiteratura con los que se pueden oblener Jos
diferentes estados de oxidorreduccidn celular. los valores estan en nsol/g de pesa hisada, Las referencias
spn I3-32¥:14L, ag ahreyiaturas corresponden & la lista presenlada en la boja -vi-,
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inducir diabeteg32t.we—110 En la tabla 17 se encuentran los
valores de 1lps potenciales redox obtenidos con la informacitn de

l1a tabla 146 v 1las constantes de equilibrio listadas en ia tabla

11

Analizando 1la tabla 17 se ve, como fue reportado
previamente®?*, que las dos deshidrogenasas NADﬂdépenﬂientes
localizadas en la mitocondria {de BHB vy BLWD dan valores muy
sempejantes en cada uno de los tratamientos, por 1o que se deduce

gue se encuentran compartiendo la poza de NAD v NADH vy en

ALTNENTADAS AYUND DIABETES BIABETES
A LIBITUH £ DE 24 HRS ALDIAY AHT TSI The

HnD/NADH CITOPLASHICD

Lo 904 Irsl U2 584
BOI 715 512 504 110
HIH 478 S 02 163

KAD/HADY NITOCOMDRIAL

BOH 7.8 _ 5.6 9.6
ELUDH 7.3 ' 1.7 . 10.8
HADPIHADFH
GePOH 0.0H T 0,059 ' 0,055
WDDH 0.015 0.004 0,003
1CoH 0,014 0,005

Tabla 17¢ Valores de las redaciones RAD/HADH ¢ WADP/HADPH & partir de los valores de melabelilos
repartados en Ta literatura vy que se encuentran resusidos en la Labla 20, Las abreviaturas se encventran
endisladasen 1a phgina -xi-.
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condiciones in vivo estan en equilibrio, existiendo esto
independientemente del +tratamiento del animal=3, Esto mismo
esta reproducido con dos de las enzimas NADP—dEpendieﬁtes (malica
descarborilante e isocltrica) pero el tercer sistema NADP—
dependiente {de glucpsa-é—-fosfato) da wvalores alejados de los
encontrados con sus contrapartes, EEpECi?lmEﬂtB en los casos de
ayuno v diabeteg®e—21o, El problema es aiin mayor ientre las
deshidrogenasas NAD—dependientes del citosol®«~1t9: an tpdas las
condiciones estudiadas hay una diferencia de por lo menos 307
entre las relaciones obhtenidas por los dos sistemas
caracteristicamente citoablicos (de LAC y de GAP). Revisandp el
sistema bicompartamentalizado de la deshidrogenasa de malato NAD—
dependiente, se ve gue, en condiciones de alimentacion, el valor
es similar al de 1a deshidrogenasa de GAP, pero es e1 mas

modificado por ayuno y diabetes.

Si se manejan los datos reportados en la tabla 17 de la
manera en gue Krehs®! 1o realizd para obtener la ecuacidn 3 y se
obtienen las Ke de pares de deshidreogenasas dependientes de la
misma coenzima se demuestra una vez mas €1 problema de 1a falta
de reproduccidn de les valores de los potenciales redox en el
citosol. En 1la tabla 18 se encuentran los resultados a este
respectao. Es interesante hacer notar que en los pares de
deshidrogenasas en que s5i se encuentran valores semejantes de los
potenciales, no solamente sus Ke son iguales sino que coinciden
dentro del error experimental con los valores tedricos de Ke

{usandu los valores reportados de las constantes de equilibrio in

—-80—
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vitrol). En los dos casos en los gue los valores de 1los
potenciales no concuerdan, los valores de Kc no siguieron una
misma tendencia. El casoc mas interesante es el relécinnadn con
la deshidrogenasa de lactateo y a—glicerel fasfato (LDH/GDH en la
tabla 18), donde el wvalpr tedrico coincide con los grupos de
alimentacidn ad _libitum vy ayuno, mientras que los wvalores
obtenidaos para 1lops dos grupos de diabetes estdn fuera del rango.
Esto sugiere que en las condiciones cercanas a lo fisioldgico,
estas dos deshidrogenasas se encuentran en equilibrio. Sin
embargo, condiciones patoldgicas como es la diabetes, modifican
este equilibrio. En la comparacibn de la glucosa-6—fosfato

deshidrogenasa contra 1a deshidrogenasa descarboxilante de malato

VALOR AL IHENTADAS ATUND BLADETES
TEQRICO Al LIBITUH 4 DE 24 HRS
LDH/G0H 0.847 0,831 0.702 2,371,174
LEH/HOH 5.7 0.75 2,88 0.77
GOH/HDH 5.62 0.492 .16 0.32 :
B0H/6LUTH 7.2 7.3 Bl 8.4
NGDH/1CDR 0.0%7 0704! 0.025
HODH/GEPOR 14.33 851 0.78 0.64

N

L

TR LY p——y

Tubla 18: Kc’s de pares de deshidrogenasas que se coisideran se encventran en equilibrio quisico in_vive y
gue cosparien 1a sisma poza de dinucleblidos (HAD o HADP) obtenidos a partir de Yos resultados reportados en
las tablas 20 y 21, €1 valor telrico Fue chtenido wtilizando las constantes de equilibrio in vitro reportadas
en Ja  Jiteraturs y resveides en Ja sbla B, La coloana de diabetes corresponde en general al tratasiento con
aloxdn ya que solasente se pudo obtener la ¥g del par LDH/GOW para el iratasiento cen suero anti-insulins {ver

valores en la tabla). £l significado de Jas abreviaturas empleadas se encuentra en la pagina -xi-.
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(MDDH/G4PDH en la tabla 18), 1l1los valores experimentales son

compl etamente diferentes del obtenido por sus constantes de
b equilibrio; mientras Que l1os valores obtenidos comparando 1Ia
deshidrogenasa descarboxilante de malatoc con 1la de idisocitrato

{MDDH/ICDH en la tabla 13) son similares entre si y con el valar

-

3
g

tedrico. Esto quiere decir que, mientras gue las deshidrogenasas
de malato e isocitrato se encuentran en equilibrio y cnmparten

las pozas de NADP y HNADPH, la deshidrogenasa de glucosa-a4—-fosfato

4 se encuentra independiente de las anteriores, pese a que se ha
;; considerado que esta dltima existe en equilibrio quimico in_vivo.
Estos resultados sugieren que el equilibrio entre deshidrogenasas
puede modificarse por condiciones externas y gue existe un grado

de control o compartamentalizacidn scbre algunas de estas enzimas

R

en condiciones normales.

ERs

SR

Aunque los . esultados para la relaciones NAD/NADH y

T

NADP/NADPH obtenidos por medip de pstos sistemas no son del todo
generalizables, algunos ~esultadps y conclusiones seran validos

siempre y cuando se habl 2 de relacidnm NAD/NADH de los diferentes

sistemas de deshidrogensias mhs que hablar de relaciones de
[ compartimentos celulares especltficos. Es decir se debera hablar
£ dee 1la relacidn NAD/NADH ¢ :1 sistema de la deshidrogenasa de LAC o
. de BGAP. Esta no 1lleva solo a un consideracidn escoldstica
7 tnicamente sino a la omprensidn mds a fondo del control
metabdlico por los poternciales redox. Volveremos a este punto

despugs de discutir nuestros resultados a este respecto.

“
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' 3.3.2. Estudios sobre el desequilibrip de

las deshidrogenasas citoplasmicas

Como se menciond anteriormente, encontramos resul tados
que apuntan hacia un no—equilibrio para la captacidn de
eguivalentes reductores entre diversas dEEhiergenaéas en el
ci toplasma hepatico correoborado por datos en la literatura
{inciso 3.3.1) v que ADD y etancl afectan este no-equilibrio
entre las deshidrogenasas de LAC y GAP. Esto nos parecid de
importancia capital para entender 1la regulaciim wmetabdlica por
los sistemas redox celulares. Para estudiar esto tratamos a los
animales de experimentacidn con ayuno Gnicamente o con adminis-
tracitm intragastrica de glucosa o etanol vy admipnistraciadan

intraperitoneal de solucidn salina o ADOD, sacrificando a los

animales a las 4 u 8 horas del tratamiento, obteniendo muestras

de higado determinadndoles LAC, PIR, GAF, y DAP como se detalla en
la tabla 8. Los resultados se encuentran en la tabla 192 en donde
tambi@&n se encuentran 1lps valeores de las relaciones NAD/NADH para

cada uno de los sistemas y el valor de Ke correspondiente.

Como se puede ver en la tabla 19, el valor tedwico de
Ke {obtenido a paritir de las constantes de eguilibrio de las daos
deshidrogenasas £1.1773) concuerda con el grupo de ayuno {(1.01).
La ﬁreaencia de glucpsa aumenta la Ke casi al doble con o sin
tratamiento con adenosina. Esto 1o hace manteniendo los valores

de la ‘relacidn NAD/NADH obtenidos por medio de la deshidrogenasa

—g3—
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de lactate vy aumenltando el valor de esta relacién obtenida por

medioc de la deshidrogenasa de «—glicerol fosfato.

lLa presencia de etancl, a las cuatro hopras, produce la
ya esperada disminucidn de 1los valores de la relacian NAD/NADH,
bajando el valor de Ke ligeramente lo que habla de una favorecida
captaciin de NADH por el sistema de GAF. E1 tratamients con
etanwl y ADO produce, a las cwualtro horas, una disminuciin de

ambas relaciones NAD/MNADH en comparacitm a los controles, pero

LAt PIR HAN/HACH pu GhP Dif #nD/RRDHagu Xe
TEDRICO 1.7
tYUHD 319.3 17.4 14,0 Jo5.9 14,3 3611 1.01
6LCa £84,7 3b.6 i81.4 204.3 0.1 749.5 1.82
GLE+AL0, 139%.6 80.3 388.1 h¥E Py 1.8 550.2 1.68
ETHa 297.8 5.70 171.3 52b.1 1.40 108.2 0.1
ETH+AD0, 3719 3.1 9.5 574.4 13.5 180.8 2.35
ETHa 551.8 8.30 102.9 517 15.2 153.1 L7
ETH+ADG 184.8 6.3 199.3 555, 9 12,8 147.8 0.87
ETHtEnNg 1917.8 16.2 76,10 15%4.4 131 63.2 0.97
ETH+GAHtAM),  1760.0 13,7 10,10 1489.5 17.3 89.3 1.49

Tabla §9; Valores de LAC, PIR, BAP y DAP en diversas condiciomes esludiadas en el laborastoris. BLC,
glucosa; AD0, adenosiny; ETH, etanol; B7H, 1-hidrazida-de dcido glutdeico. Los subindices corresponden a l2
duracitn del tratasients (4 y B8 hrsh, Eslas datos fueron utilizados para deterainar los valores de las
relaciones HADIHADR citopibsmicas a  partir de dos sistesas de deshidrogenasas que se consideran en equilibrio
in viver la deshidrogenasa de Jaclato y ls de e-glicerol fosfato.  Tambiln se reporta la Ke cbtenida con este
par de deshidrogenasas. La correspondencia de las abreviaturas se encventra en 1z hoja -zi-,

O . .
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cuando se compara con el grupo de etanol sele a las cuatro horas,

1a relacidn  NAD/NADH ow disminuyd mientras gue la relacién

NHD/NHDHapH aumentd, con lo que encontramos la Ke -més alta en

"todo #1 grupo experimental. Este valor de Ke alto habla de uma

captacitn de equivalentes reductores muy Favarecida por la

deshidrogenasa de lactato debido a la presencia de adennsina.

Lo mas llamativo de los cambios sucede a las B horas en
donde el etanol aumenta la Ke , mientras que el valor de Ke con
etanol mas ADD a este tiempo, es normal. Esto sugiere que ADD
tiene otro efecto a nivel de sistemas redox: favorece la temprana
captacidn de equivalentes reductores citosdlicos por el sistema
de la deshidrogenasa de lactato cuando el higado se encuentra
intoxicado por etanol, o cual ¢conlleva tambi®&n un regreso
temprano de la Kz a valores normales aunque les valores de las
relaciones NAD/NADH estdén todavia bajas con respecta a los

controles.

Esto dltimo podria estar en relacidén al efecto gue tiene
adenosina para disminuir 1la sintesis de TAG en higados
intoxicados con etanol, favorecida por la captacidn preferencial
de eguiwvalentes reductores por el sistema de la deshidrogenasa de
lactato. La presencia de GAH a las 8 horas aumenta las niveles de
NADH en el citosol constatado por relaciones NAD/MNADH muy baias,
pero permite que  ADOD muestre nusvamente el efecto de

desequilibric de deshidrogenasas visto a las cuatro horas.

)
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3.4. METABOLISHMO DE LIPIDAS Y ESTADO REDODX

Es esperado que la degradacidn de lipidos este afectada

por la relacidn NAD/NADH ya que estas coenzimas pstan directa-—

mente involucradas en estos procesosit?) . Tanto 1a oxidacién de
acidos grasos como la oxidacion del glicerol de  los TALG
involucran una reaccidn NAD—dependiente. No es tan oabvio

pensar que tambikn la sintesis de lipidos este afectada de igual

manera: mientras gue la generacibn de glicerol si involucra

g
i
&
a
R
5
5
3
“
¥
-
7,
'
IS
i
B
I

procesns NAD—-dependientes, la sintesis de novo de Acidos grasos

SREPLE

es NADP—-dependiente (aunque no hay que descartar que la
: elongacidn de los mismos es NAD-dependientpiaz) | Aun asi, con
estos principios basicos de exclusidn para la sintesis de
L lipidos en relacidn a laos niveles de NAD y NADH, Hernandez-Mufipz
a_ et_al*® pncontraron que 1os niveles de TAG hepaticos tienen una
correlacidn lineal con los wvalores de la relacidon NAD/NADH (ver

fig. 15).

Debido a que nuestros sistemas producian cambios mas
drasticos tanto en los valores de TAG y potenciales redox,
decidimos estudiar su correlacidn con puestros sistemas. En la
figura 13 se muestra la correlacidn encnn£rada gue incluye no
nada mds nuestros resultados sino gque se  encuentran  también
incluldos wvalores de la literatura®>—=, Un apalisis inicial

mastréd una buena cerrelacién de tipo hiperhbalico habiendo sido
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discutida y reportada de esta mgnera**=- Un analisis de la curva
exaustivo y con uﬁ sistema computacional mds sofisticado mostrd
una relacibn de tipo exponencial con una corralacidn mu?
aceptable considerando gue loas re#u]tadns,gra{icados provienen de
diferentes laboratorios. Pero, CQAl es el significado de dicha
carrelacidn a nivel b;unimicu? Las EZp;icacimn35 posibles son
dos Ffundamentalmente: una disminucibdn én la degradacion de
lipidos pﬁr el higado debido a la ley de accidn de masas que esta
favoreciendo el HADH o un.  aumento en la slntesis por

translocaciban de equivalentes reduckores del MNAD al NADP.

N La seguﬁda erplicaci n Cuadea pejor Ccon ol anallsls
matematico de la grafica y con nuestiros resultados. Existen dos
sistemas de oxidorreduccidn citoplasmica que sz encuecntran, en
condiciones fisiol®dgicas funcionando por sezarado, el sistema

NMAD-dependiente ¥y rl sistema NADFP—depondiente™s._ Las reaccliones

que generan equivalentes reductores para un sistema son

TGimys)

Figura 13: Cyrva eaponencial d6 Lriscilyliclridos centra la relacida HAD/RDH en diversas candiciones
reprrisentales.
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independientes de las gue los generan para 21 ptro en condiciones
fisioclbgicas=«, Asl vemos gue el ciclo de Krebs, que es la via
fundamental de reduccitw de NAD, esta cumpletamenté separada,
hasta por una membrana, del ciclo de las peptosas, gque es la via
de reduccidn de NADP. Esta generacian independiente de
equivalentes reductores de ambas vias empieza a fallar cuando la
concentracidn de NADH aumenta sobre cierto llmite.- En ese
momento, otros mecanismos gue pueden translecar los equivalentes
de up dinucledtido a otroa enbtran en funcidn. Asl el ciclo de las
pentosas se vuelve muy poto importante en relacidbn a la enzima
malica funcionando en =1 ciclo de malato-piruvato®?, Si se ponen
las dos reacciones redox citoplasmicas mas 1; carboxilacidn del

piruvato que son parte de este ciclo y se suman, se tiene:

Oxalnsacetato + NADH —me—e—we = > Malato + NAD
Malato + NADP —=——me———= > Piruavato + NADPH + E£0o
Piruvato + CO5; + ATP ~——————— > Onalvacetato + ADP + Pi
NADH + NADP + ATP ———————m > NAD + NADPH + ADP + Pi

donde esth oerfectamente claro gQue la translocacidn del equiva-—
lente reductor de un sistema a otro depende de energia cuando el
ciclo de mlato-piruvato funciona activamente. Considerando que
esta es 1la explicacion, el sistema sugiere gue la generacidn de
NADPH por translocacidn del NADH sigue un comportamiento
exponenpcial . Dicho sea de paso, evsta dependencia de energla tan

directa para llevar a cabo la +translocacidn del’ equivalente

-gp-
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explica porque el ciclo
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de malato-piruvato es

lanzadera de malato—-aspartato gue no depende

directamente de energla.
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4. CONCL US I ONTES

4.1 DOBTENCIDN DE EXTRACTOS ACIDOS DE HIGADD

Como se menciond en el inciso sobre metodologia, en es—
ta tesis demostramos que la obtencidn de muestras por homogeni-
zacidn deproteinizadora directa con Acido perclarico, ba jo
extrictas condiciones estandar es el método mas adecuado para
obtener extractos acidos de hlgado contraponi@ndose a 1la meto-—

dologla clasica de las pinzas de congelamisnto rapido.

4.2. ENSAYD MULTIENZIMATICO

A 1o largo del trabajo en el laboratorio se= disefid un
sistema multienzimidtico para la determinacion de cetoacidos (PIR,
DAP, DOAA y AAA). Fate sistema nmultienzimatico facilita 1a
ohtencidn de resultados con menores requerimientos de tiempao,
muestra y manejo de la misma. Se concluye que es posible generar
obkros sistemas multienzimdticos para otros metabolitos siguiendo

los lineamientos generales mencionados para el aqul descrito.

Y e
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4.3. EFECTO DE GAH

En esta tesis gueda demostrado gue GAH produce un
efecto dual a nivel de 1la lanzadera de malato—-aspartato en el
higado.- El efecto depende de 1la dnsis:; activacidn con dosis
bajas e inhibicidn con dosis altas. Utilizando GAH péra inhibir
1a lanzadera, Ffue posible estudiar como esta inhibicibn afecta
diversas vias metabdlicas. La principal via afectada fue 1la
lipopg&Enesis. Estudiando 1os niveles de TAG se encontrd que la
inhibicitin de 1la lanzadera produce un aumento en la sintesis de

los mismos.

4.4. EFECTO DE ADENOSINA

En esta tesis, se encontrdy que ADND tiene dos efectos
spbre lIps estados redox celulares: uno favorece la entrada de MAL
hacia la mitocondria; el otro desequilibra 1la captacian de
equivalentes reductores por dos de las deshidrogenasas
citoplasmicas. El primer efecto parece estar en relacidn a un
aumento de nucledbtidos de adenina aque activan a la cadena
respiratoria con 1la favorecida entrada de NADH a la misma y £l
subsecuente estimulo sobre el transporte de MAL a la aitocondria

(lanzadera de malato-aspartato).

-1 -
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- 4.35.EFECTO DE NAD/NADH CITOSOLICD SOBRE LOS LIPIDOS

‘Con los resultados obtenidos de BAH vy ADd en higados
tratadusicnn vy sin etanol se encontrd umna relacidn muy importante
entre los wvalores de la relaciim NAD/JNADH y 1ps niveles de TAG
‘hepaticos. Esta relacidn de tipo exponencial (fig. 14) muestra

. como los estados redox afectan al metabolismo hepatico y 1o

regulan.: LLa explicacidn a este fendmenn estad en relacidn a la
interaccidn gue existe entre 1os cocientes de NAD/NADH vy
NADP/NADPH citoplasmicos al actuar dos deshidrogenasas

citoplasmicas sobre whna misma molécula (MAL) siendo dependientes

de diferente dinucledtido.

Considerands lo dicho por Krebs acerca de la
posibilidad de que una misma enzima que no tiene especificidad
por un dinucledtido o el otro produzca un eguilibrio entre las
pozas de estos*™, conclulimos que nuestros resultados muestran el
casn contrario: dos deshidrogenasas que no comparten g1
dinucledtido sino el sustrato (MAL deshidrogenasa NAD-dependiente
y MAL deshidrogenasa descarboxilante NADP-dependiente} estan
prnduﬁiendn que en ciertas condiciones se equilibre el valor de
los cocientes. - Egtas condiciones donde se equilibra el valor
de los cocientes tienen en comiin una elevacion del valor de MAL vy

una elevacidm de triacilglicéridos.

4.6. CICLO DE CITRATO PIRUVATO
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En esta tesis se demustra la importante participacibn
del ciclo HE citrato—-piruvato en 1a regulacién Idel higado
:éépeciaimente en lo gue a metabolismo de lipidos se refiere.
,Diﬁha.demQStracibn- se llevd a rcabo en condiciones tales gue la.
lanzadera de malatp-—aspartato se wvuelve ineficiente produciendo
una alteraciéin tal en el metabolismo hepatico que éenera una

cantidad desmedida de TAG.

4.7.DESEQUILIBRIO DE DESHIDROGENASAS CITOSOLICAS

Nuestros resultados muestran que lo demostrado por
Krebs en la mitncnndrié respecto al equilibrio de deshidrogenasas
para la utilizaciém de equivalentes reductores23, no  es
completamente cierto en 21 citoplasma. Esta falta de enuilibriao
l1leva al punto en el que es dificil determinar los potenciales

redox citoplasmicos sin caer en algdn error conceptual.

{os resultados con etanol y ADD demuestran gque no solo
es una  consideracidn sin importancia ya que al parecer parte del
efecto lipotrdpico y hepatoprotector de ADO depende de un
temprano desequilibric de las dos deshidrogenasas citosblicas mas

importantes (LAC y GAP)Y.



FERNAHED ARIAS-BEHDOTN

4.8.EFECTO DIRECTO DEL ETANOL SOBRE LIPUOGENESIS

HEPATICA

L.Los resultados en esta tesis, gque representan varias
maneras de atacar' el mismo problema  sugieren que el acOmulo de
TAB en £} hlgado por una ingesta desmedida,;de etanpl es un efecto
directg sobre el metabolismo hepadtico y no una alter;:iﬁn en la

movilizacibn de grasas.

i 4.9. TRANSPDRTADORES MITOCONDRIALES COMO REGULADORES

A lo largo de esta tesis se ha demostrado como diversas
vlias metabéalicas se encurntran afectadas por los flujos de
metabolitos a traves de la membrana mitocondrial interna. Es bien
i sabido aque existen wvilas bicompartamentalizadas como son la
- gluconeogénesis y la ureogénesis gque podran ser reguladas direc—
i tamente por los flujos transmembrana®®-%1*_. Agqul demostramos que
otras vias localizadas en un solo compartimiento también se
encuentran afectadas por los flujos transmembrana. El caso mas
estudiado en esta tesis fue la sintesis de TAG en higado que
depende del funcionamiento de la lanzadera de malato—-aspariato y
del ciclo de malato—piruvato. La pregunta siguiente es: Cuales
son los sistemas reguladores de dichoas flujos? Esta pregunta se
puede responder en base a nuestros resultados gue sugieren gque la
presencia de translocadores para algqunos metabolitos y no otros,

la unidireccimnalidad de algunos translocadores, la generacidén de

-G 4
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ciclos para movilzar metabolitos que no poseen translocadores
(DAA, NADH, acetil-CofA), los requerimientos energeéeticos de dichos
ciclos ¥y muy especialmente el efecto de los eﬁtadus‘redux sobre
ellos, son los prin:fpales reguladores de estos flujos
transmembrana vy gque a su vez afectan a la gran mayorla de las

vias inclulidas en el metabolismo intermediario.
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SIMPGSIO

1. INTRODUCCION

ENRIQUE PINA-GARZA ® -

Despuds del agua, la molécula que tal ver cuente
con mayor atractivo parii el hombre sea ta del eta.
nol, Ambuas moldéculis comparten algunas propic.:
. dudes {fsicus y quimicas, pero sin lugnr o dudas el
atrunctivo original del etanol reside en la respuesia
lemprina que provoci en el sistcma nerviose cen-
tral humano cuande e¢s ingeride en exceso. La
respuesta y sus consecuencias han estrechado los Ja-

Recibido: & da julio do 1982,
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* Presentodo on 103id4 ordlndrls de lo Acodemia MNacio-
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ros del hombre con ¢l ctanol deade vempo inme-
morial. No deja de ser interesanie que en la na-
turalez slo dos especies nuiliestan tanto interés
por c! ctanol; et Haome mpfrfm y ¢l Saccharomyces
CEYEIS A,

Por tadlos fadas hiy evidencia del interés huma-,
no por el etanol. Tres cjemplos: durante el wio
[981 cuda nimero mensual del Tndex Medicus en-
listdr geraa de 200 articulos en relacidn con ¢l cta-
nol; el drgano informative de liv Universidad, la
Gacetit UNAM que aparece dos veeces por semana,

publict articulas sobre ¢l ctanol en cuatro name-

ros thifcrentes entre noviembre de 1081 y marzo de

1842; v aste e3¢l segundo simposio sobre ctanal *
durante ¢! presente afo de labores de la Acade- w7

mia Nacional de Mcedicina, LT :

De las maltiples interfises hombre.ctinel,™ en
csta ocasidn s Bablari de su citabolismo ¥ delos
electon metabnlicos del mismo, Parn enlitizar Ia
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sos. Por ore lide los datos asl presenudos estimu
lan el incerds "por la investigacion, al nianifesiarse
nuestra ignorincia en los casos donde la ingestidn .
eranich de clevidus gantidades de etanol, durante -
varies uhos, no desemboch en grauves cuadros pa-
. woldgicod, Revisemos 1a degradacidn y las conse
Seueneins metabaticns de 1 deerinduclin de la mo
“leenla, que por derccho propio el hombre ha hes

impaortancia del cunbolisme’ del ctanol, basie com-
‘parar la eantidid Je moles ingeriilos en 24 horas
;. como nutrimentos  {cuadro 1) con los- moles de

Cuadro 1, Ingestién diarie de algunos’ tipos de |
= . . ¢utrimontos, colevloda en melos. T

. Peso © ehig, valga I expresion, la auts hutinpe, -
- ‘molecular 7. S : ’

MNutrimenio  Gramos promadic - -

H P i . .

10 swideoros - oo9 . 1L OXIDACION DEL ETANOL Y sU ..
) Grasas 100 275 "REPERCUSION METANOLICA o

Proleinos 75 100 0G0 S

cr 1.5 .35, ' ’ ¥

Na' 2.3 .23 : L

K* 2.3 oA CAboLFo Ganrcia-Sainz ® : T

Niacina 0.0%5 R Y4 : :

Tioming - 0.001 5 an

* Colevlado como aminodcidor se ebiliene un volor

h (-'s‘l:ru'fr.‘.l‘.-',m'rux del ctaun! rana metabinlitn
oproximode de 0.75 molcs. S : :

11 etanol es un componente habiial de la diews
huaine Aungpie o prodacido endagenamente por
L Tova dmestinal, esto ocuree en eantidades mi-
nisculis y es ¢l aporte exdpeno ¢l imporamie, EI
l:]l:iﬂﬂl Iicuc‘-\ ;lu villor caldrico alto, de aproximie |
. o dumente 3 kilojoules (7.5 Lilocularias) por grumo.
. Bebidoe % de ciunal “Unidad de bebida” Moles superiar ul (‘L‘J]n\ 'r-.u(-i:uln'dr-.uo.‘. y (I)is[:rcl:ﬁuculc

g inlerior al de Jos lipidos, Dado este alio valor ca-

Cuadro 2. Moles oproximados de elunol contenidos en
algunes bebidos.”

. Livo 0.6 Virico, ¢l metabolismo del clanol es responsable |
Pulgue 3 o ‘35 de hasta 10 pov cicnto de las calorfas de la dicta -
Cervero L) Botella g"‘ I normal  {evidentemenie este valor sg cn-
Vino 12 Vaso & enentra mizado por diversos fiuctores culturales
Ving 12 Borclia ) y variu de poblacion a poblacion) v puede repre-
Tequilo 40 Cactel 0.35 senear hasta 40.35 por ciento del aporie encrgdtico
Cognac 40 " 0'3-:' del abeoldlico. s importanwe hacer notar arqul que
Whisky 40 " .35 ¢l uporte cnergdético proporciunado por el ctanol es
Ron - 40 * 0.35 e Teadorios vacln”, es decir, que noose sivompa-
Vadka 40 I 0.35 s

* Cglevlado con base en el porcenioje de clongl cn
volumen/volumen, Se 1omd 46 como peso molecuier del
clanol ¥y wno densidod de 0.8,

ctuno! conteridos on aleamy bebidas alcohbdlicas
{cumidro 2, Como se ve, €8 muny semejnte o oo
muro e malbes de lipidos, ingeridas en 20 haaae
con wn dictl nemadiog al pomcie doete e
ctanol umu:uit{m civ ouna cervesa, CPaodidn soen
semejanies los moles de carhohidreisos, calebados
como ghucoss, en v dict dinrin promedio v los
males e etanol en una botella de vina de e,

Como puele calegivae cn asios eileulos, o jopes
tidn de un covwel o deoun aperitivo epaesenta I_:l
carpa de un gran imero de moles de ctanol. L
atpanismio hiinano halid de vonuer con eficientes
meeanisies parn degradatlo y o pares vesalver dos
prolfemas aundtivas o goe dan lagar ostos proces

2

i e clomentos plisticos esenciates de 1a dicta.
Esto, aunada n las irastaros pastrointestinales
gue produce ol tonsson de aleohiol, conduce a 1o
desautriciaon observidn brecuememenme en ¢l aleo-
halico. .

El uliohol es lumlamenuaimenic wiilizado por
¢l higado, gquis en una propercion superiar a 90
por ciente, Esto hace que el elanel seoconvicrti
en ot avalancha epergéticn. para ¢l higado, cl
cual soove chlipndo o mmnejarke con profundas
merlificacianes i oan meabolismo peaeral, Por
atre Ladda ¢l conel debe ser metaholizado; aolo 2
A 10 i vienug s ciimist venng Lal por Vi rcn_:tl
a pulonar, Ne eNisten en el argaiisno mecnes-
mos de admaccnamiento ni reweealimentacién cn
wi osidacidn. Esto hace gue sean T actividad de
i tieinis qor 1o mantjan y o disponibilidad

Deparamento de Bioquimica. Cecniro de lavestigo-s
Giém an Fisiologis Celular, Universidad Macional Awb.
noma de MExico, :
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Cimperianca en la axliucidn del etan

Cuadro 3. Carucieristicas del metobolivme del ctanal,

a) Alto valor colérica . :
b) Escaso eliminacidn renal 6 pulmonor T
<) Falie de un meconismo de almacenamicnte * *

d) Ne hay meconismo de rclrnclimnnlacién..pbfn's-u.-'

oxidacian : .
e) Oxidacién fundomenialmente hepdtica’

de sus cofactores los que regulen su oxidicign. Es
tos conceplos o cncucntran resumidaos _-pn'_(_:_l;clm-
dro 3. : T S

Sisiema e oxidacidn ' .

La oxidition del etanol, inicinhnente 1 peetalde-
hido y posteriarmentt a. acetato,.ae resliza en dos
compartimenios celulires; el citoplasina y Tn mi-
tocondria. Ei ‘el citoplasma puede ocurriv en res
sistemas principales; a) el sistema” de Ja alcohol
deshidrogenasa; B el sisteunn sle griducion micro.
sonmal; ¢ por medio de Ly entabisa,

El cimino de la deshidrogenasa alcohidlica, ¢l
srincipal, se encargi de metabolizar pricicamente
Ll wotalidad del etansl cuundo fas conceutricionds
en sungre son moderadas y muls de 70 por cicnto
cuantdo son altas. Esta ciizimue no cs especifica
wra ¢l clanol, ya que oxida una serie de aleoho-
lcs e incluso estid involucrada cn la deshideogena.
civm e esteroides y en la meoxidacion de tos dci-
dos grisos; La cnama wtiliza comoe cocnsima al
dinucledtide de nicotinamida y adenina (NADY)
generindose acctaldchido vy dinuclediido da nico-
tinamida y adenin reducide (NADL, B pene.
racion y dlcumubicion de cguivaleantes reductores
en forma de NADH es raspomsable de muchas de
las alteraciones metabiolions gque ¢l etanol ol
siona, :

El sistema de oxiacidn microsemal b sido ¢s
tudiado por bastite tempa, La primera observa-
citn que se hizo sobre cste sistemi os de tips mor-
fologico: s¢ abservo que en ritas nunitenidas con
unn dicti yue contepin ctanol ocurein projifera-
cinn del sistema microsomnl. Fatudos bioquitnicos
posteriores han permitido ta cavacerizacion ¥ pu
vificacinn de Jos componetites <de one sistema, el
cual cxhibe una K, reldiviimente alia y Vi, baja.
Por tal motivo su contribucion a fa axadacion el
clanol es relutivamente pobre cuando los niveles
séricos de ctanel son hajos, st bien su actividad
pucde comribulr lidsts cii 56 por ciemo a la oxi
dacion del ciwnol euiidlo su concentragion san-
gufnen o alta, Esil sistenia tiene 1a chnl“ incta-
bolica de quc no genern equive “wntes reduoctores,

Csino {ue los utilizd en, lormi de NADPH y gene

ra la coonzima oxiditly, :icctnldclmlo'{ agua. Sy

1 se estima
en general comn peguens, pera os necesario tener

en cuentz dos, consideraciones importantes. Por

_uni parte, al ser inducido por ¢l consuma del 6

METADOLISM O DEY, LTANOL

wiwo, i contribueidn del sisteann aumenta: por
atri, no viene tna especilividind geawle por el cia-

Jstol y participa en Bt exiducitn de muchos pros

Mduntos senwhieicos, por lu que L oxidacion de

Celeros nicdicrmentos oy s rapida de lo normal

por induceitn «el sistemu) o miis lenta (por. conv

r_t:u.-npin._ con cl etanol durinte In intoxicicion ad.

cin i,
- Lo cualusa también es capaz de oxidar e cia-
nel. La purticipacion de esta enzimn en ¢ inea-

*‘bolismo del ctuned o considernda como easi nula,
“El principu! facier limivnee os Ta produccion de

seraxida de hidedpenoe, que en condiciones basas
es ef extraordinariamente baja,

El acetnidelido gencrado por cuslspuicra de cs-
s wres formas de oxidacidn vingn a L mitocon-
i, donde unan aconaldehido desiidrogenasa 1o
convicrie el acctiio can peacracion de NADUL
Estn acctaldehide desbidrogenaan no ha podido
ser carncterizathe con vigor: se han deserito varins
enzimas caphees tle actunr sobre el acetaldehide
con diferentes constanies cindticas, Por ourn lado
se dusconoce la especificidid sbaolut de da enzi-
ma, por lo que algunos auteres preficren para ella
el nombre de aldehido deshidrogensa, El NADE
formudo en wtidizde en beomdvocededs para Ia
generacion de enerpgia o lu reduceiin de métabo-
litos, Mi aceata puetde ser activido a acetil-GoA
y wtilizacdu vaosen e higade o o otus tejidos
(cuaho 1),

Cuadro 4. Siytemas de oxidocidn del ctonol.

aleohol deshidragenosa

<)} Elonel Accloldchido
NAD rHNADH
M-
Sistemo ¢e onidacidn microsomal
L Eiang! Acctalidehido
MaDPH MAaDP
"H
.- g
Q, 2 H,0
Corubusa
¢ Elancl Acctoldehido
MO, 2H.0
Aldehido deshidroganasa
Acetoldehide Accloto
NAD MADH

H

Compartamentatizacion de los equunalentes
rettuctores y mecanisinos de translucacion

.

siana ¢l wmetnbolismo del etanot en general es una e

avaluncha de equivalentes reductores en forma de .

3.

.,
o

. RS
Coino pucde apicciarse ea la Lgura 1, lo que oca. 4



Fige V.o o

CNADH on los cnmp:lrlimcnlés .cl'ldpl.’ml"oicd ¥ i -

wcendritl, La amuidad de NAD® intracelular es
_extraondinariimente pequedn, por o que para
que praceda 1a oxidacion del eonol y la del nee
tldehido el NADH formado debe, oxidarse para
generar NAD® y permiddr que cste acepte los enqui
valentes reductores. Existe una muplia evidencin
en el sentide de que ¢l [actor limitnte en la
oxiclicidn del ctanoel s la reoxidncion de los eejiti-
valenies redluctores, )

Los cquivitlentes reductores generados en la mi-
weondrin pueden ser utilivados por Ia cadena res
piratoria para la obtencion de cneegin, General-
mente la produccion de equivalentes reduciores
por la aldehido deshidrogenusa supera a Ia cipa-
cidad de utilizacidn y asi se preduce un desbalan.
e cn'cl estado redox de In mitocondriag por otro
laddo "l oxidacion de les erquivalentes rednctores
procedentes del acetaldehide s oxidan en lugar

< Jos que gencran owres meatabolives, por ¢lemplo
la oxidacian de los dcidos prasos; producidndose

catonces un freno metibalico por wcumulacian

de, NAD

+ La axidacion de! NADY pencrado por la alco-

. hol deshidrogenasa es mds compigja. Por un lado
pucde reoxidurse donundo sus cquivilentes redue
tares al piruvato, dunda oripen a acidosis Lietica:
por vro lido el NAD no pucde penetrar a la
membrakan interna de e miwocomlria, por lo cual
los cquivalentes reduciores son donados a un me-
tabolite que los ransporta, Existen sisiemas trans-
parndores de eguivalentes reductores linnadas lan.
zaderas o shuufm; cl de agliccrofosfine (fig. 2y v
¢l malatosaspartino (Mg, 3. Bl primer sislema os
el termodinamicimente miliy [avoreddo, pereo no
puargee tener fundionalidad, ya goe o dcnividad
de la deshidrogenasi mitocondrial oy auy biga v
sc convierte en limimnie; ol sepundo cido o5 bi-
direceional, ey decir trunsloca cquivalentzs vedae.
tores cn ambos sentides y parcce ser el arincipal
en ¢l hepatocite.

Estadoe redox

Dewde los exiadion iniciides de Holorst, josicrior.

4

- s . - ... .
HAD® e -
T = Gicural P Dihidroripcetore P

CanaeGecrratg .

,;“P: hutsusts
man® . CITOm RS A
AAPAATAID
b e R, EULITS Y HITOCOHDMA
BALATD
me . GLuTauLlG
HADH
wHt o XA ORLETATD

Fig. 3. akG indica n-celagiutorala,

mente wmnplindes por H. A, Krebs y sus eolabora.
dores, sabemos que las deshidrogenasas citoplis-
wicas peneralmente no son enzimas reguladoras y
que por lo tanto se encucniran sujctas dnicamen-
1e a su equilibric quimico en lus condiciones er-
madindmicas existentes en la edlula (temperatura,
Tuers dduiea, ptloy otrss), Tor owra lade, Ta can.
tidad de NAD® existente es muy pequeia y
(ruceidn “activa™, es decir, Ia que participa en e}
wmetaholisnm, ne os rsible medirly quimicamen-
1e. Sin cbargo, coneciendo la consiaie de equi
titsrio apurenie de lis deshidrogenasus y subiendo
que existe una sola poza cilopldsmica de NADS,
es panible ealoular T relicidn entre lay [ormas oxi-
dada v reducida de dicha cognzima, lo que Hama-
woy ertado redox, Fn el compartinmento witocon-
drial sucelde wlgo shmilar, Es patucie hacer-no.
tar agul que hay  deshidragenasas reguladoras,
como fa piraviate deshidrogenasi o Ia ascctogluta-
vato deshidrogenasa, que sc encucatran cn una s
wacian de no eguilibrio, Las cnddmas que se ene
vuentran en veuilibrio y cuyis constante aparenle
s conoce son. para ¢l compartimicnio citoplis
mice, I deshidrogennsa Ticticn y Ia deshidrogena-
sioede agliceralosfaite; sparn ¢l compurtimiento mi-
tocomdrisl, 1 B-OF bntirato deshidvogenasa y I

LNRIDUE TIRAGANZA ¥ COL,



plutintto deshidrogenasa, Par lo tinee las plre-
jus de exiderreduceion correspondicnies (laclatof
pirvvatn,  aglicerofosfuafdihidraxincetonn  fosta.
to, B-OH bLuliraofaceeaceiato, - a-ctioglutarato-
amoniacofglutamato) son las quec se cdeterminan

con mayor [recuencin en los estuddios mctabaticos.

Efcctns del etanal sobre el estado redox

Conte es de esperarse, la administracion detetanel
produce mareados efecios sobre el estado redox
en ambos compurtimentos celulares, En et coms
partimento citoplismico I relacion NAD JNADH
es de aproximadumente 9t y bajo fa aceidn del
metabalismo de) etanol h:-.jn w175, por acumula.
cidn de la formi reducida, En ¢l compartimento
mitocondrial I relacidn NADYNADI es du
aproximadumente 20 y desciemde, bajo la accion
el etanel hasta 8 {cuadro 5). '

Repercusin sobre ol meinbaliono en gencral

Es claro que al aumentar la proporcidn de NADH
en' el citopliama, les metibolitos oxidadaos sean
convertidos en su pareju reducida, Asi el piruvate
farmado tenderi a convertine en litctato, dando
Tugar a una acidosis lictic en ¢! ulcohdlico. Esta
acidesis Lieticn disminuye I solubilidne! de los
uratos y dificalte su eliminacion renal, Blo ex-
plica la {recucote precipiticidn de una crisis go-
tosn despruds de I ingestion de aleohol. Por otro
lado, si bien durante los periodos de ayuno Ia
glucomin os nuntenida. por pluconcogénesis hepi.
tica y una parte importunte de los esqueletos de
carbono «de los aminoicidos entran a la gluconco.
génesis a nivel del piruvate. cuando ¢l estado re-
dox desvin ol piruvnto hacia lactate estos ostue:
teros de carbonng ne sen wtilizados phen la forma-
cidn de glueosa. Este fendmeno pudicra explicar
lu hipoglueemia que se observa en algunos alco-
holicos que por lirgo Uempo pormanccen sin in-
poric owd cosa yue ¢l alechol,

El metabolisiio Hpide se ve fuertemente afec
tada por ¢l metibolismo del alcohol, Bien e subi
do que el consumo de alcohiol conduce,n un ach-
mule de triacilglicdridos en el higado (higado gra.
soso o hepatoesieatnsis). Este acvmule parcce e
berse o dos fuctores conjugados, Por un lade se
produce vasodiluticion del lecho porial, lo cuni
avmenti v captaeidn hepdtica de ideldos grasos
provenicntes de los depositos, Estes sicidos prasos
no pueden ser oxidados, yiroque el estado redox
nmitocondrial frena Ta foxidacion v por lo tante
son esterificados con ei clevado nivel de a-glicero
fosfuto que existy por el estado redox citoplismi-
ro {cuadro 5), PPor otre lado este hifpade grascso
s oedes oy un aumento en la produccidn y libera-

¢ Arhucilglicéridos # Ja circulacidn, ocasio-
nwana hipertriacilglicerolemia,
njiig
< acetil coenzima A, generads’ por este pro-
y por ki piravate deshidrogenasa, no es utili-
clicientemente por ¢l ciclo de Krebs, ya que

AATGLISAQ' DL BETANOI.

+ foxidacian s encuentry disminui-’

. 'Cuadro 5. Efecto del cianol sobre ol astado redox.

Etanol

Control

Alfa glicerofasfoto

{nmal/g 218 1163
Dihidroxiocetong fosfalo

(nmol/g} N 25 246

- NAD'/MADH ({citoplésmico) 869 175

J-hidroxibutirato

{mol/g) ) 291 YA
Accloaceialo

{nmol/qg) 240 223
NAD/NADH (mitocondriaf) 17 8

el estadlo reducide de 1a mitocondra se constituye
en un freno, La acetil cocnzima A es entonces ca-
nalizala hacia ln formacidn de cucrpos Cotdnicos.
L cectoacidosis qque se genern se suma a la acidosis
Thcdicn.

Dafio Jmprfhlca

En ¢} pirrafo previe mencioné la génesis de higa.
do grasaso por ¢l consumo de ctanal, Esta es una
alteracion apuda del consumoe de etanol, Sin cm-
burge, cxisten altcraciones erdnicas de gravedad
como san i hepatitis aleohdlica v la cirrosis, Mu-
cho se ha disentido Ia interrelacidn de esios pro-
cesos: las evidencins acrunles seinjan by gencracion
seciencinl de higiulo prasoso, hepatitis aleohdlica
y cirrosis. Sin ambargo, fos nexos entre sunbos pro-
cesos ¥ los lactores que hacen que un higado gra-
sonao evelucione hacia la normalidud o hacia Ia

hepatitis y Ia cirresis son Jesconocidos, “También -

mucho ¢ ha discutido acerca de si ¢l etanol ¢s el
cruste e todos ostos problemas o sioes Ja des-

nutricidon que acompadia il alcoholisine, o bien si .

son jos otres componentes de las bebidas alcohd-
ligas. Estudios realizados por ¢l grupo de Licher

en primates han mostrado la gencracidn de higa- * ¢
do prasoso, hepatitis alcohdlica y cirrosis por Ia -
Esta digta -0
fug por alra Lide suficiente tanto cn cantidad -

admmisiracidn de etanol en I dicta,

come en calidad y bicn aceptads por los primates.
Estes datos son la demesteacién experimental de
gue ¢l ctunel per se cs un hepatotoxico.” En’ Mé/
xice la incidencia de cirrosis hepdtica s relativa.
mentc
invetigacion wanto bidsica comao ¢linica’ sobre ¢stoy
prolleas. D i

alta (cuadro G) y ¢s neeesario realizar mds .




Cuadio 6. Mué_(l.éu debidas a cirrosis hepélica por
%’ 100 000 hobitontes mayaros du 25 ades,

" Froncle . 0L e 57.2

- Portugal : ; 55.1
ltalia s o he 52.1
Repablico Fedoral Alomana 37,4

" Espaha, R . 38,3

. Estacios Unidos’ 28.6 .

© México - . 25.2
Japén - ’ 21,8

" Bélgica ) : © . 20,5
Canadé ‘. 19.6
Polonia 17.2 .
Noruego t7.6
Halanda T4
Inglaterra AN

Fuantess World Hechh Siatistici Annval (!972). Com-
pondio de Esladiticas Yiloles S5A (1975),
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III, EFECTO DE LA ADENOSINA 50-
BRE EL METABOLISMO DEL ETANOL

VieTomia CHAGOVA DE SANcHEz *

Una nuwmifestzeion clnice de b intoxicacion agu-
da con ctano! ¢ lu aparicion del higado graso-
30 0 NCPUIOCCUlENs, UL A CArarieTIN por scl’
v acumulacidn  revensible e arineilglicdridos
CUAG). Fate siumento ¢n ol rontenido de u.r:r-:!_hg-
pitica relleja unie alicrieiin tl(:l' Clillllilll'lu‘(l.ll!:l'
mico que mantiene lu concentracian de los lipido
hepdticos dentro de los vidares normales. Loy prin.

investigacién realizoda con apoyo porciol del
COMACYT (PNCB 1344),

* Depantamente de Biognergética. Centro de lnvesti-
pacién en Fistelogia Celular. Universided MNocienol
Auténomo de Méaxico,

*
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cipales faciores que mantienesin osie _c_rﬁ:i{ibrio di-
} €onsuma--

ndmico san; .'|f biasingeshs e 1_(r'| Jos: b
como fuente de encrglig ) frithsporie de lipidos
e los depasitos ) higude vy de ‘mavilizicion e
lipidos dc‘ higado u los dcpr{si:os. .
Asl sc almervi gque en condiciones de wynno  {fig,

4), I Hpasn hormonasensible del ejido adiposo

estimuln Ia lipdlisis de los TAG de fos depdsiton,
lHiverdadose glicerol weidos pravos, I prlsaro
piasi w by civealaeltin’ y el ) higide y a Jos
tejiclos extrahoepdticas pura s utilimeidgn. De dos
acides prasas, produe : de By [ipalisis, wna pane
se utilian en b reestey o gicidn gn 6 mismo wwcjido

atra es tramportade pay i SNIFE. purn ser uti-

izadi en otras tejjdas, pitrit i cual se reguiere

que los dgidos grasns sean actiyvados, para forinar

" el acilderivade de Ja coenzima A (CoA). Esie

ultimo es oxidudo en i mitocondria generando

- energin, bidxide de airbono y agua; o bien es eate-

rificadlo a) a-glicerofosfugo pitra Tu sintests de T"AG
y. foslelipidos; esme dfiimp proceso s particular

mente active en ol higade, Los TAG hiepitices son

posteriormente transportades # los depdsites por
medio de las lipoprotcinas de muy baja densidad,
lus pre-g. El cquilibrio dinimico de estos eventos
metabilices mantendry los niveles normales de 1
pidos en ¢l hipado y en In singre 3 se ajustard a
condiciones fisialdgicas, comno ex el periado de in-
gesti normal,

Una situacion gue puaede considerarse anormal
es In pl"c-'-t:l\ci:n. e un momcento chide, de unn do-
sis wmisivie de cttnel. En Ta misma Tignra 4 se se
falin con lineas gruesas los cumbios inducidos

or ¢l ctingl en esta dindiimica. Los primeros in.
ormes acerca de Ja hiperlipidemin después de 1a
ingestinn de bebidas alcohalicas dawn de aproxi-
nundamente O wfos y el hecho ha side amplia-
wente comnprobade por numerosos {nvestgadores,
El wumenie de ipidosdel plasina se refleja prine
cipalmente en TAG y on un pardn anormal «le
lipoprotgings agricas, al haber un incremenio de
fas lipoproteinas de muy baju demidad o pre-B.
Al wnalizar ol electd dei ctanal en ¢l mowmbolismo
del rejido adiposa y del higado se entenderin Ias
moditiciciones de fa dindinica de lipidos que e
suhian en by apaviclon del higado grisose y de Ia
hipertipidoimia,

Enoel ejida adiposo el clanol inhibe o tans-
fornumcian de glucosx en gliceral de jos glicéridos,
giercicido una aceidn antilipogénical Tor otra
parte, suoancian sobre Tu lipdhsis i side mmuy cons
trovertidin: varios inveaizadores seidon un aua-
mento impartanie de este proceso, que ag ani-
ficsin por incewento de ghoerol y de dcidos pra-
sos Hbies v da sanpgrelt et mabicn existen co-
b ioees o closentide de goe o ocurre esae
vinthio despuds de In adminiaracion de ctanald
Ex impartinte recordar al respecto que los niveles
dbe ddeickos grasos eirculianes son vna resultione det
apurie debido o Ju H;.n?fiais del lcj'u]o :uli_po:'-o Y
de Ju captaciaon por loy otros 1gjidos, pringipal-

“menie el hepitico. Miis demostracives en relacion

aoeste punto son los experimenios e Scheig ¢ s
selbucher® quiencs Jemuestran gue la composi-
cidn dedos dcides grisay que constituyen los TAG
acunados en el higado por aceidn del ool

LENRIQUE PISA-CARZA Y COL,
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seej i de los TAG del wjido adipose, lo que
se_explici por numento en o movilizucion de fos
dcidos prasos del wjide adiposo hacin el hepatori-
to. Posiblemente este efecto del etanol estd me-
diado por la accidn lipelftien de las cotecalami-
nas, yit qque s¢ ha comunicudo aumente en la oxe
erecion urinaria de tales compuestos despuds de
laingestion del etanol ™7 Importte al respecio
es ¢l hecho de que la suprarrenalectomba o o
minisracion de bloyueaderes adrenérgicos impi.
den lu formacion del higudo prasosn inducide por
el ctunol.s»
El higado e ¢! sitio tuc imciaboliza ccren de
U8 por cicie del cuinel, En intoxieneiones aguidas
ta vl principal de su entabolising es ul teavds e
L deshidrogenasa alcohalicn, de localizucidn tito-
plismici, lo cual depende purn snoacuividd del
dinuctedtido de nicotinumida y wdenina (NAD").
Lo acuividad enzinniticn es aliu y se acepta que ¢l
factor limiumte de la oxiducion del etanol es b
disponibilidad de coenuinm oxidada NAD". El mc.
“tabolismo el ctanol modificn marcadiumente ¢l e
tade redox citoplismico de b parcja de dinneledt
das de nicotinanmida y adeninu sy jnclindidolo
hucin el lado reducido. Uni consecrencia del cam-
bio ¢y I disminucion en fa dispanililicdad de NAD?
. ue ubate Ta transformuacian del wglicerofoslato »
diliidroxincetonia fmlato. Si se considera ndenis
o que hay unn mayor Roencis de glicerol del tejido
< -cadipose, habel un awitéilo infportante en lu poza
ot hepdtica del aglicorofostale, En o tromitocondrin
: ‘puede ocurrir una sEUAEIAR staue, e,y e ol
acetaldehido, formado por L deshadrogenase al-
colidlica en el citophising; ¢35 oxidido cn su a-
yor parte per tao deshilidiogtiiase del weetuldehido
nltovamitrinl, yue tnnblén e dependiente -de
NAD' y puale ocusionar disminucion en la con-
entracion e NAD' necesario parn la oxidacion
d‘c los dcidos grusost 1a concentvacion de dcidos
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Fig. 4. Dindmica de lpidos enire higade, sangro y to-
jide adiposo. Loy lincas oizuras representan los
posas estimulados por ls presencio dol etanal
y las lineas con interceplo, los pasor mctobddices
disminuidas por lo presencia dal téxico, a-gli-
cero-P = alfo glicerofosfalo; DIOH Acotona-’
P =: dihidroxiazetona losfata: CoA == toen-
zima A. - )

prasos en el leigado debe estar muy clevada en pre-
seocin del etanol, ya yue se observi mayor allucn-
cin de tules dcidos prases provenicntes del weji-
do adipesa. inhibicion  uulizada  para obteacr
encrpla debids a lu presencin de cunol y -
nentn en su sinte KL incremento de sustrutos,
dcidos prasas vy a-glicerefosfato producira un au-
muento imperiante oo ln sintesis de ‘TAG, Sc ba
deserito que el ctnol auoeac B sintesis de lipo-
proteinas de muy baja densidad en el higadots a
las cunles se wsocian Jos teiglicéridoy pura ser trans
portados a Jos depasitos. La inducehin de cstas pro-
teinas ¢ una respucsta wl awmento de TAG ya
sefialada y Laoexplicaciin de la hiperdipemin pos
tetandlica en la que s cncuentran smmentidos
los TAG plasiniticos y fas lipoproteinas pre-f.
Este awncirte en movilizacion de "'TAG hepidticos
no ¢ suficiente para mantenerlos dentro de cilras
nornales, presencindose el acimulo de estos com-
pucstos y ¢l higudo grasoso, ]
Es conveniente comentar algunos antecedentes,
qut justifiquen cl uwo de lu adenasing i los cstu-
dios del metabolinmo del etanol y sus electos. La ¢t
adenosina es un pucldosido de adenina que exi
te norntdmente en las células a muy bajas con-
ventraciones, pucs tiche un recumbio metabdlico
Ny r:i{)f(h).“ Como resultudo de Ins investignelo-
nes reidizidas en ol libortorio on relacidn 3 los.
efectos de I adenesing en el metsbolisme inter-
medio, surgia In pasibilidid que pudier:
. L




) LT a .
utilidad en ¢! praceso de induccion del higado gra
osg por intexicicitn aguda con cuinol,

T A continuacidn se enuimeran los cfectos bioqui-

. migos de fa-adenosina_en el nictabolismo interme-

ees  dio del hlpudo y del tejido adipuse que impulsa-
- ron w wilizarly cn este miodelo.,

Aumento de 40 por cicate cn ba pora de tri-
fosfato de adenosing (ATPY} v nudedtidos de
‘adeninit’ y conseeucnie clevacion de la carpg
energética ‘en Ia celldilla hepiitien.ss

. Aumcnto de sintesis de gluedgono y de da ac
- ividad de la pglucdgeno sintewsa del higa-
do'lﬂ.l'l

; . & Aumento quintiple de la lipogénesis en cl 1w
R © jido addiposo <el cpididimo.

Accidn antilipolitica de In adenosing in i
tro)8

5. Inhibicidn de T activaciin y oxidacion de los
6

dcidan grasos on el higido
Aumcnto del estudo oxidado e la mitacon-
drin de hipado,®

Las cambios motabalicos que se ohtienen por
sdministracion de adenosing son opuestos a o
descritos para la intoxicacion aguda con ctanol y
rosulta muy interesante estunbiar su correlacion,

Experimental

Sc utilizaran vaas macho de 170 o 210 g de peso.
ayunadas por 16-20 horas; se les administrg ol ca-
no| por sonda esdfigogistrion a a dosis de 6 g/kg
de pese, Los animales comrales vecibicron una
dosis isocaldrica de plucosa por la misas v Ine
medintiumente despucs de la aplicacion de Ia son-
da los animales recibicron uni inyvoecion Inuape
ritancal de solucidn salina (NaCl-al 085903 o de
adenosind (200 mg/kp pesa). Los animales se sa-
crificaron o distintos tiempos despuds de 1n inyee-
cign, El"detalle del méedo experimental vy del
materiad usaddo asi como los resultados se p:J;lic;u
ron con sinterioridid 222

.

 Resultados

La administraciin de etanol produce un acno
de FAG hepuitives due casi amnio veces cnaeladian
» los coptroles, » las acho horas ¢le]l rapnninmuoe
{fig. 5). Lo seministracidn simulidne de addenmi-
na Llogues esie efecto; L dilerencins sone estaclis
ticciome significativas a by coare ¥ ocho horas
te tratamicnte (P < 0005y P o 0.0] vespectivis
mente), La adenosing per e casi no odilica cf
contenido hepitico de T°AG.
Se probd la posibilidacd d: que la adenosing no
shlo evitara ln lormacidn del higade grasoso in
ducido, sino que Jo revirtica una ver que ya e
Sty esinblecide. Los resulizdos ded coadra 7 sefas
lan tjue Ja adenosing se aiminiatrd seis horas des-
wuds del ctannl y loy animalns se sacrilicaron cdos
ioras mds trde, Scenconud que ¢l sinalo de
TAG s revicrte significativimenic despudés del

B :

TRIACILGLICERIDOS HEPATICOS,

1 1 I
[+] 4 4
TIEMPO (horas)
Fig- 5. Concenleacian de  triacilgliceridos o distintes

tiempos del Irolamicnto con elanol y/o ade- !

novina, (O=——(), glucosa - salina; » .
glucosa -}~ adenosine; A-——A, etanol -}- 1a.
linu; ¥——*, ctonal -4- odenotina. Lo borra
verticol repiesenta ¢l error osténdar de up pro-
medio de cince snimales.

Cuadro 7. Reversion parcial del higuaa grose por
ctanel con adenesing,

Tralomicnto *
{mg/g peso himedo)

2.07 2= 0.437
)

3.4 = 0.79
(10)

12.85 = 2,14

Glueoso -j- salino
Glucosa -- adenosina

Eignel, + selina

FE I R A

Fianpl -I- adenoting t 5.95

" Etgnel o glucste se adminisiroren § horos onley del
sacrificio y odenosina o soline dos hoos ontes, Prome-
dios == errar esléndor de lo: enimales cuyo nimero sa
indica enire poréntesis.

b p & 0001 camporede con el grupa de glucosa ¥

saling.

© p < 0.005 comporado con el grupo ée glucosa
:alina,

" 2 0.05 compnrado con ¢l grups de donal |- so-
linao,

ENIDUE PIRAGARIA Y COT.

Tiacilglicéridos hepdticos .
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conento van adenosi, Goansideninade oo Te i el g e pode ver gque o lue cambio sigois

cyorin de Tos sdeidos peasos acowmualindos en el s Pictives en fos niveles de siceidasy grasos Bibpes el

sindo grinvoso provicncn del wjido :uli(mm ERTLTIE phova, Loy resulinton poeden ao ser coneluyein:
o e ;

ate precell seeve” BeBhed™o (fonsla acepdo 1] Cosamed e sl e eonsiders g geaelonivel de Seichus ot
hiata il 1 )

N .1[1(113:1{[1'1'“1’ilt“i‘.f T TR S de s el ST plimrmiticos vie o e ter it o !il‘rl.'f.'ll‘ishl"dt:-'!';'l‘éz‘"
;';': SUN} clc:'!i.\ tl&:i ":-.h{.n,'-'“ ae prolio Tu puaihilid_;ul jiddo :uh”n_.su ¥ dl:_: su uulizacidn por los wjidos
deigue Iratdenosim, con e en au clecto antili extinhepiticos, principalmente el Wigudo, En rela-
pulitico, estuviern impidiendo esta accion det e cian eon ese e se b descrio gue el etanal
nok Los resultidos e presentan en el o dro §, sument ¢ Mejo sangoinga ¢n el higados y que

acioni mmnente en la cpticion de dcidos grae
sos por el hipado, Con tadiss estas comsideraciones
I aecion del nueledside solie estos primetros
no us Figl de wpalimre y no se tiene ung respuesta

Cvadro B, Efacio del etanol o glucasa y adencsina®o
saling en los lipidos séricos.”

clari.
tna posibile explicacidn de o aceion de b ade-
A6, grases libres  Triacilglicéridos nosie, ab noenudicae los valore de TAG licpriti-
(jtEq/hitro) {mg/1C0 ml} cos despuds de admindstar etanol, es que el nu-
) clednido exté mnmentiando b movilizacion de los
Glucasa = saling 262 & 41 56.1 = 4.5 TAC hepiitiens a1 los (iC!}'t')'.\‘i(U..‘-. Sex cu:un}i:nrou las
. 5 (4 :1;».'(:!-.'.\' ]JIHM“:I.IICDS Jde TAG, encontrindose c.:l
Glucosa 4+ saling 444 2= 2 59.8 ~ 3.7 clecto yau deserite para el etanal: pere b adenosi-
“ 0 :; noilo,-il.-nmu":url:j. 5::::?11;1111:“-0“;””“’;'lgof dl\lllll-
. - N wye o osuy valores noermades, descartindose as
Ewn?I = salina 369 & 20 1.3 = 12.8 (:.st5' POﬁilhlt.; p;u'ftici;‘:uci:'u_: Lli: la :ul[c]nusin:u.l ' ,
. . . . o de fos efectos nnis claros del ctanol en ¢
Etancl - odenosing 395 (Z) 27 60.9 {-":) 3.3 ) mut;llmli.\nu_) htp:‘ulit_:o es Ia dismuinucion del esi-
- o redox citoptdsmico NADYINADLEL Pary valo-
* Loy determinaciones se hicicron ocho haros después rav el electo de ta adenosina en ose pardmetro, jc

caleuld Ja relacinon NADYNADID o pareir de los

del ratamicnio. Los volores representa ios == : : i
P ton promedi — sustratos oxidado y reducitlo de ia (Icshulrogcnnsu

error estdndar del nimero de observeciones scialadas
enire poréntesis.

" p < 0.02 comparado can el grupo de glecosa 4 Fig. 4. Coarrelacisn catre el cslade redox ciloplasmico
salina, y !o cantided de triglicérides en el higode,
" p < 0.02 compcrade con ¢l grupe de glusosa 4 ocho heras después del traiomicnto, Los ecua-
1aling, cionvs de regresion y loy coelicicnies do co-

rrelocidn son: A,y = 021 x -]« 0.94, ¢ = 0,97;
B,y — Q009 x =1- 10.5, ¢r = 0Q.91,

 TRIGLICERIDUS MEPATICOS {mg /g)

i . . I P i ! 1 | ' 1
, T o 20, 30 a0 20 200 400° 600 -,
e T C «GP/DHAR NAD'/NADH -
CMETAMISAN) DEl BTANCL
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Cuadro:9. Electo de e!a-npl o glucasa y odenosina ¢ sglina on cl estado redox del citopiosma del _h;ﬁnlpc-!lo.

* .

GF* - . .. DHAF*» S ONADTZ LT
{nmoles/g de. peso humeda) . NABH U
184 TRh L L 35,0 A= T4 1456 ..
‘G!ueo.u 4 saling 186 38,6 == 3.8 1599°
. : S )
Glucose -f- adenosina 188 2 0 T ALE = 1S 1694
- . e w ; EET. < {A)» P R
- Elanol - saling &b64 =07 3307 22 2,9 320 :
i T . e (8} - .
Etangl -+ adenasing 420 == 3g™ne 40,0 =~ 4.8 732
: ' | 5 TS :
* El ttempo de troiomienlo fue de dos horos. Lox re- B PR

sullados representan ol promedie == error estondar del -

L

* p < 0001 comporado con ¢l grupo de glucosa

salina,

© p.< 0.05.

nimero de observaciones (cntre paréntesis),

"+ "glicerofaslalo.

comparade con el grupo.ds clanel d--
Losaling, ot

dihidroxiacetono fosfato.

del aglicerofasfalo, asi como de su constante de
equilibrio. Los resultucdos se presentan en el cua-
dro 9, y como se esperaba, Ia Ill.ll.l!il‘l.isll'ill:i('lll de
ctanol produce un aumentg de casi tres veces cn
los niveles del sustrato reducido, aglicerofasfute,
y en presencin de adenosing se revierte parcial-
mcate cf aumenio, Al caleular Ta relucidn NADY/
NADH, se ve que In adenosina sala o In carga du
plucosa no afcctun Ia relacion NADYINADI cito-
El:’mmic:t. Ia cual disminuye de valor con el ctanot.
2ty ¢l mismio cuatlro 9 sc presentan les resuitados
abtenidos 4 s dos horas de vatamicentn, los cans
les fuecron los mismos @ orros ticmpos estudiae
dos? Los cinbios del estado redox del par NAD S
MNADF, o de Ia reincion agliceralosfuta fdikidro.
xiacctonafosfato, desempenian un pupel muy im-
portinte o el atablecimicnio del higado grasoso
inducido por ctanol, como lo demuestry Ju carre-
lacidn que sc observa entre la cantidad de grasa
neaan depositida en el higade y loy eambins e
Ea relacidn NADYYNADM e} citopiasma, ocho ho-
ras_despuéds del wrmamicnto (lig, 6).

El efecto de Ia adenosing; inhibiende 1a oxida.
cion de los seidos grasos en ol higado y protlu-
cicndo disminucion en ¢l nivel de los cucrpos ce-
tonicos plasmiiticos, so obserea havia en 77 por
ciento en los animales tntides con gluros y s
lina y en 54 por cdente en Jos tratados con ciae
nol=? En rcluacidn a esle punlo convicne schialar
que la inl\il.ll'l-_'i(n: en la oxidacion de los dcidos
grasos producida por ¢l etunol se acompainn de
aumemto cn Ia simesis de TAG, micntras que la
cbservadda con la adenesing cs simoltined a una
inhibicidn en Iy furmacion de TAG.

Es posible que La aceidn de In wdenosina cnoal-
gunos aspectos del metabolisma det ctanol, comn
por cjenplo los ciunbios en cestado l"(.'(lo.\'. def par
NADRYINADH citoplismico, se oxplican a traves
de unu bisminocion en la depradacidn del etanol.
Se investipd osle punto cuantiande los niveles de

N

10

na y con adenosing, distintos ticinpos despuéds del
watinnicnto, Se observd que Ja depuracidn de cta-
nol s %) por ciento mayoer cn loy animales que
fucron tratados con adenosina  (fig. 7). sdemis de
que acurre recaperacion mis ripida de la coordi-
nacion molori (e testas animates,

Conclusiones

Los rosaltades permiiten concluir que ke adenosi-
1 es cupae de dmpedic ei higado grasase inducide
por la dntoxicacion aguda con ctunol y de revertir
parcinlmente o hepatocsteatosis, uni vez que hia
tpuediacdo establecida por el vanunienmo con el
ctanol,

Lacaeeidn mnilipobitics del nueledsida, medine.
da prabablemente o través de o inhibicion cn la
accian lipolitde de lus catecoliamins,' no se ma-
niliesta chanomente al ser mcdidos Jos niveles de
bos dcidos prasos libres en el plisna {cuadra B).
Sin ombirgo, o posible que tengn un papel nuy
importante en el cfecio deserito, yia ' que duda 1a
inhibician en ln otilizwidn de [os dcidos grisas
e ¢! hipade por aceion del pucledsido. y siln )i-
palisis dumentinda por el canol on estuviers dis.
winuidi por el poctedosido, habrin un incoremento
iny tpomnsie on fos ados grasos hbres ciroue

(euadin 8), sin sipnilicado estadisticn,

La Jigara i muestrn chioamente B correlacian
entre ¢i estido redox citoplivinica de Ia pareja
NADYINAD y la sgcumulacion de TAG en el
higamida: por o quoe el nucledido, a) aumentar In
relacidn choplismica, estia evitando I arumula-:
cidn e grasy nenten en el higado, Este uliino,
pucde ser ol resultado de enando menos dos cl'cc-”

lantes y sdla ~se obwerva v pequeno BCreniento |

!
|

L ede dn adenosina, Par sn luda se obaservae que

ne hay ncumulacidn del susirage n-gliccro[ogf.’uu,i,‘

LNRIQUT PISA-CARZA ¥V COL.

‘etunol cn sangre on los animales tratados can sali- -
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Fig. 7, Concentrocidn de etano! en lo sengre de rcios
trotadas con salina o adanosipa, Los barros ver-
ticales representan el error estandar del pro-
medio de cuando menos cuctra animales. El co-
aliciente de correlocién 10 calculé omitiendo cf
valor de dos haras. A—— A, ctanol - salina:
y == 47 x + 77.3,r = 0.94; *——*, cianal
-+ odenosino: y = .58 x - B0.4, r = 0,25,

ya que al disminuir el estido reducide del cito.
plasia se favorecerd In wiilizacidn el w-plicero.
tosfato por otres caminos metabdlicos. Por otro
lado, la inhibicidn en Ja activagidn de los dcidos
grasos producida por Iz adenosina'™ es [undamen-
tal para la posterior utilizacidn de los dcides gra-
sos, por lo que asi ka adenosina estd disminuyendo
la concentrncian de las derivades acilndos de s
cocnzima A, indipemables para I {onmacion de
TAC,

La hipertipidemia normal en ¢l grupo tratado
con ctano!l y adenosina refleja que al 1o acumu-
Larse los TAG en el higade, muy probablemunce
no existié ¢l estimulo inductor puara la sintesis an-
mentada de lipoproteinas de muy bija densidi.

Un asprecto imuy interesinte de los resultados ¢s
¢l hecho de que i adenvsing, ademis de los efee-
tos deseritos, neelery fu oxidacidn del ctanol (li,
1), Esto sugherd Gile B klghita forma se estidn uti-
“lizande mils Fapildiiente iy equivalentes reduce
‘tores, gencbilidbs by ¥ citplasiit por accién de
deshidrogeniildit sleohdlict al dewe sobre ¢l cra-
enol; y en Ia HHOEBIYFY por accidn de la deshis

“Greetaldehido, e
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En cstudios previos se han deémostrado los cam-

bios que & nivel hepiitico produce el ewanol adimi-

nisirudo en Torma agudas Uno de las principales,

. es la elevacion del eontenido de wriacilglicéridos

. {TAG) en cl heparociio? aunado n aumente, cn

¢l citosol de c]ians células, de la forma reducida

de 1o cocvima dinuclediide de nicotinamida y
adening (NADM)A

Tumbién se' ha comunicado que b veleocidud de
oxiducinn ded ctinol no depende dnicamente de
la deshidragenasay que catalizn I reacciin {theshi-
dropenasa alceliilica), sino de Ia disponibilidad de
la misma cocusima cn. cstida oxidado (NAD®)
Esto implice gque el NADE debi reoxidarse, debi-
do a gue b post de NAD ¢s extraordinarinmente
peiieene, .

Lav veosidaciin adel NAD ex Hovada o cabio
principatinente por s deshitrogeiasa NADS
dependiames  (deshidropenasa milicn, deshidroge.
nasit de aeglicerofosfain v deshidragenisa Licuen),
gue s¢ Jocalizan cu el ditosol y para By que se ve
avorccida Ly sintesis de aus producios reducidas,
debido o disminueinn del valor de la velagian

NADTNADH (lig. ).

* Deparlomente de Bioguimico, Fazultad de Medizina.

Universidod Nacional Autdnomao de México.
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Fig. B. Vios de reoxidocién’ dal NADH cltoplésmico *

penerade en la primera reoccidn del cniobo-

lismo del etonol. : e
Oxaioacetato  [ihidroxiacetoma P #ienvato
S — e —
3

Malato Glicerol P Lactato
v o,
LANZADERAS A SANGRE
"F .
TRIACILGLICERIDOS

Los productos antes mencionadas son utilizados -

por In céhula hepitica en tres procesos metithdli-
vas, que o permiten mantener an cstado basal de
axidhiicion del ctanel: las lanzideras (shuedtles) mi-
tocondriales de equivalentes reductores  (utitizans
de malato y a-glicerofosfata) y la salide de lactato
hacia el torrente circulatorio. Los dos dltimos se
ven invelusados cn In {isiopatologia de dos sig:
nos clinicos de i intoxicnerdn etilien aguda; cl
hipado prasgso y Ia hiperlactacidemial

Ll presente trabajo cstd enflocado hacia 1a pro-
ticeian de diverses grados de intoxicacidn ctilicn
apudn en ratas. para deerminae los cambios me-
utbdlicos praducidos sobre los inctabolitos depen-
dicnies de s deshidrogenasas involucradas en =
reosidacion del NADHM ciwosdlico, covrelaciondn-
dolos ean los niveles de TAG hepiticos y con agque-
Hos netaibolitos gque sean detgminalos on wucro,
gue hablen Tindimene, de o cquilibrio en estos
dos compartimicmos del animal [nicgro.

Ei objctive ¢ encuntrar parimetros en cl to-

vrenic cirankitorio que rellejen el cstado metabd- |

lico de la celdilln hepiticn on el higado grasoso
pestetilica experimental y que puedan ser aplica-
dos a condiciones clinicas «le In misma indele, lo
qeee permitiria obtener un enfeque miis preeiso
sobre I relacion gque ticne ¢l higiidoe grasose con
diversos padecimicntos en los que ha sido postu-
Lida come antecedente obligacdo.

ENNIQUE PIRA-GARZA Y COL,
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Fig. 9. Relacién enire lo concentracion de Mriacilgli-

céridos hepéticos y las relaciones a-glicera-
foslate/dihidroxiaceiona fosfate (GAP/DAP =)
y loctato/piruvala (LAC/PIR (D) La curva ted-
fica presentada ¢35 la regresién linpal con lo
relacién GAP/DAP {y = 6.4 x—6.4; r = 0.95);
Lo puntos cen lo ralacién LAC/PIR no ticaon
correlacion oceplable,
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Fig- 10, Relacién cnire lo concentracién de wriodilgli-

L
cioncs a-glicerolosiatofdihi

céridos hepaticos y los valores de la relacisn
MNAD*/HADH citosdlico obtenida por el siste-
mao de la deshidrogenaso de a-glicerofasta-
to (GDH =) o por of sistema dz !z deshidre-
. genasa lactiea (LDH ) Tambidn 2 inelu-
" yea las valores comunicodas en la literatura
* {reforencia * Q) la férmula que representa
- lo curva tedrico 8s y = 1152 x/{x—2.28}
Cfr = 0.98), ‘

i l’ig‘ur:l g muestra fos ‘Fron_mr.lios de lus rela-
roxiacctona -fosfato ¥

“lactato/piruvita, oblenidos en las diversus condi-
cioncs experimentiles, presentados congin los o

~medios Jde los vidores de TAG en los mismos gru-

METABQLISMO DLL ETANOL

. Lo

‘en suero {mM) -

)M

... 5 : 10
en higado {x100nmol/g)

Fig. 11. Ralocidn enire los volores hopédlicos y séricos

dn laciolo {y == 31.0 » ¥, ¢

pos. Es le hacer notar que se maaticne unn relas

cidiy Hneal entre la privoern relacion

de TAG, micntrns gque con b osegundi se piende
L:r:mdu quec minbas relaciones
veprosentan a dos sistemas enzimiticos que com.
NADIT, pese & que
1o st eocucniren en equilibrio, se realizaron las
vinslormaciones pertinentes para oblitener et la-
mado estado de exidorreduceinn de s coepzimas,
represenuidos por ¢ cociente NAD'YINADIL Los i
resultados a0 presentan on o figurn 10, mostrin.

esti relacion. Consic

parten lns poss de NAD®

dose una grifice de tipa hiperbalico

ciente de corrclacion acepdable, i B oque se ine
cluyen teddos los puntes experimentales y los pu-

blicadas ¢ Ia liderawurs,

i5 o

= O.87).

v

los niveles

o e

con un coeli- |,

prosnedio de luctilo y pivuvitto adiicos contra fos
valores prommedio de fos mismos metabalitos en i
higado. Li grifica exponencianl de L figum 11 de- ..

i
]
El
|
|
En bas Tiguras 11y 12 se plantsn los valores 1‘
I
)
!

mueatra la necesidad de transpone

vits de B membrann plasmiiticn pars 11 salida de e
torrente  circulatorio;
gue Jo indicado en la figura 12 ¢s compatible con”
procesos de dilusidn simple para ¢l transporte del

lactato hackn ¢l

piruvata.

Lus dos grificas anteriores muestran |1 posibili-
dad e conocer wn valar tedriceo de laciato y piru-)
vato hepdticos, a partir de Jos valores reales en

el torrente circulutorio. Manciando

ricas de {os metabolitos cn higado, se puede infe. (@

valor aproximade de la relacidn’ NAD"/
NADHM chiopldsmica; y a ia ver, considermnudo’ 1as
corrclacidn de tipe hiperbdlico entre esta’relacidn’

rir un

y los niveles de TAG hepdiicns, s
miinar si las condicioncs mctabdlicas

Las fisioldygicas o si se i presentado

activo o tra- | G

mientras

los' datos "ted-

i])osihlc‘dcl_:cr
hepdticas sou’
cl cuado' det,
o s i



en Suero (mM

! |
40 60

|
20
en Higado (nmol/g)

higado gidibsts, Gilue liagdr notar_en cste punte,
que.-la grifict iiberbalica dhtre TAG y 1a relas
con NADYNADM pucdé ser comsiderndas como
1a combinacititt de doy prafices linenles. BV Urieo
astatitico eohr B eje de ban ondenadas reproseuts
tos valores “fisinldgicos” di mmbos pardmeios;
micnteas qui sl biszo ashiidtice con el cje de bas
abselsas representa las valores de "hipgado prasosn”
en nuestros sistemas, Con esto tiimo, vajoras mies
Jores de 300 para la relacion NADNADIY, ob-
tenidos por interferencin o partiv de la concen
wracidn sérica de lnctato y piruvare, estin hablan-
do e comdicioney que Tavarecen dicho procoso
oo el hipado.

14

I“iu.‘

12. Raluclén antro los valores hepélicos ¥y sbricos <}
da piruvate {y = 37 x & 444; ¢ = 0.92).

¥
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