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RESUMEN

En el presente trabajo se evalué el efecto del etanol
an las membranas plasmiticas de células de origen fetal

hepatico humano (WRL=68).

Para esto, las celulas WRL-68 cultivaron bajo dos
exposiciones de etanol: crénica (0.1 M durante 30 dias) y

aguda (0.5 M por 24 horas).

Sa determinarcn la fluidez membranal, el contenido de
fosfolipidos, colesterol v actividades de enzimas

membranales.

La exposicién al etanol modificed la fluldez de panera
distinta, en el tratamiento agudo tuvo un efecto
fluidizante, mientras en la exposicion crénica no vario,
cuando se comparé con la fluidez observada en las membranas

testigo.

En la composicien lipidica, el colesterol se vio
alterado por la exposicién al etanol y se encontré un
aumento significativoe para cada grupo tratado respecto ai

testigo.
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En cuanto a 1la proporcién de fosfolipidos, las
membranas plasmaticas de las exposiciones al etanol
mostraron una disminucién significativa en fosfatidilcolina

y fosfatidilinositel y aumento en fosfatidiletanolamina.

La actividad de las enzimas membranales se observed
alterada de manera distinta, la 5‘-nucleotidasa mostré una
disminucién en ambos tipos de exposicien, mientras en la
ATPasa Na-X se daetermins un ligero aumenteo, o1 cual ne fue

significative.



I. INTRODUCCION
I. COMPONENTES ESTRUCTURALES DE LAS MFMBRANAS

La comprension de la funcién de la membrana plasmAtica
requiere del conocimiento de los componentes individuales que la

conforman y las Interacciaones entra ellos (Sharon. 197%).

Las membranas estan constituidas por lipidos, proteinas y
carbohidrates. En los modelos Jde organizacidn da la membrana, a
los lipidos se les ha asignado un papel estructural, sirviendo de
barrera basica y matriz de anclaje para las proteinas y

carbohidratos (Esquema 1}.

carbohidratos

bicapa
} lipidica
proteinas colesterol
Esquema 1. Representacioén esquamatica de la

membrana plasmatica. (tomado de Sharon. 1979).

I. 1. COMPONENTES LIPIDICOS
I. 1. 1. Fosfolipidos
Los fosfolipidos son moléculas anfipiticas que contlenen en

su estructurs una regién polar y otra no polar unidas por una



regieén de polaridad intermedia. La mayoria de las membranas
muestran hetercgeneidad estructural en las cabezas polares, en
1a longltud y grado da Insaturacién de las cadenas de &cidos

grasos (Singer. 1979).

Los fosfolipidos pueden establecer dominios hidroff{licos o
hidrofébicos que difleren en su composicién y dinamica (Wocod ¥y
Schroeder. 1988). Estos dominios determinan agrupamientos
conformando bicapas (Hitzemann y col. 1986; Treistman y Wilson,

1987) .

Los fosfolipidos dentro de las bicapas presentan tres tipos
de movimientos: lateral, rotacional y transversal o "flip-flop"
(Esquema 2). El1 movimiento de rotacién es mAs rapido gque los
movimientos laterales y transversales lo cual provoca un aumento
en la entropia y como consecuencia el movimiento lateral de los
fosfolipidos referido como fluldez también se ve aumentado, en
tanto gque el movimiento transversal se relaciona con la asimetria

da la membrana (Hidalgo. 1980).

Esquema 2. Formas de movimiento de los (fosfolipidos en
una membrana. (DR) rotacion en su propio eje. (DT)
lateral en el plano de la membrana. (tf) transmembranal
o "rlip-flop" (tomado de Marsh. 1988).
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En su ordanamiento los rosfolipidos presentan transiciones
de fases, que pasan del estado gel-cristalino a estado liquido-
cristalino (Cullis y col, 1976). En el ostado da gel las cadenas
hidrocarbonadas estAn completamente extendidas, relativamente
rigidas y empaquetadas, mientras que en el estado da liquido-
cristalino los 4cidos grasos presentan mayor separacién entre
ellos, lo que causa un aumento en los movimiento de los

fosfolipidos en el planc lateral de la membrana (Lee, 1983).

La temperatura de transicién, la entalpia y entropfa se
modifican con el alargamiento de las cadenas hidrocarbonadas. La
praesencia de dobles enlaces en las cadenas hlildrocarbonadas
disminuyen la temperatura de transicién de gel a ligquido-
cristalino. Barton y Gunstone (1975) sugieren que la transicién
de fase depande de ia posicién de los dobles enlaces a lo largo

de la cadena hidrocarbonada.

Las variaciones de la entropfa en las membranas bioléglicas
se explican por los cambios en la temperatura de transicién
conferidos por los dobles enlaces de las cadenas hidrocarbonadas,
asi como por el tipo de 1{pidos, contenido de agua, concentracien

de sales y compuestos organicos (Huang y Mason. 1986).

Las mambranas celulares nmuestran una diversidad rica de
Iipidos, esto ha sido observada en los distintos tipos celulares

de un mismo organismo (Ansell y col., 1977).



Los modelos termodinamicos sobre al ensamble de fosfollpidos
en fases poliméerficas proporcionan el concepto de la forma
dinamica de las moleculas de 1lipidos por una estructura
particular (Israelchvili. 1977). Los fosfolipidos con forma
cilindrica se acomodan con facilidad en bicapa, mlentras otros
fosfolipidos prefieren un empaquetaniento en fase hexagonal II
(HII}) o se distribuyen formando micelas. FEl aumento en la
longitud de la cadena de los Aacidos grasos en un fosfolipido
raesulta en la transformacidn de su geometria cilindrica a una

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

(a)

- red
-’.
.-

Esquema 3. Arreglos de los fosfolliplidos en fases de
bilcapa y no-bicapa. a) Bicapa, b) Micelar y
¢) Hexagonal II (tomado de Huang y Mason. 1986).

Los fosfolipldos con geometria irregular permiten un
empaquetamiento continuo entre proteinas insertadas en la

membrana. Esta geometria espacial la pueden adoptar los



fosfolipidos con cadenas hidrocarbonadas de diferente longitud y
pueden Jugar un papel importante en la Interaccisn lipido-

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

Los estudios de resonancia magnética nuclear { RMN)
empleando  fosfolipidos marcados con deuterio y de resonancia
del espin electrénico (RES) usando lipidos marcados con
nitroxido, han mostrado gque al grado de =mcvimiente de los
fostollpidos en las membranas depende de la localizacién de la

sonda en la cadena hidrocarbonada (Seellg., 1979).

El colesterol es otro lipido coman en la membrana y tiene la
capacidad de modificar la dinadmica de las membranas. La difusién
lateral de los fosfolipidos aen presencia de colesterol
determinada por polarizacion de fluorescencia o RMN indican que
el colesterol tiene un ligero efecto en el movimiento lateral de
los fosrolipidos (Rubenstein y col. 1979; Estep y col. 1978;
Treistman y Wilson. 1987), sin embargo la presencia de colesterol

disminuye la temperatura de transicién de fase (Yeagle. 1989).

La incorporacitn de colestercl en membranas artificiales
compuestas de fosfatidilcolina, fostfatidiletanolamina,
esfingomielina 'y proteinas disminuye las atracciones
electrostaticas y las interacciones por puaentes de hidrégeno de

las cabezas polares, con las proteinas (Yeagle y col. 1977).



Los 1ipidos establecan interacciones especificas con las
protei{nas membranales. Se ha considerado que esta interaccion es
un mecanismo para la regulacién de la funcién de las protefnas.
Yeagle (1989) propone, que las interacciones pueden involucrar la
union del 1Ifpldo en sitios especificos de !a proteina y la
formacién de un anillo lipidico alrededor de la protefna. Por
ejemplo la glicoforina de la membrana del eritrocitc humanc se

encuentra asociada a fosfatidilinositol [armitage

v col, 1977} ¢
la citocromo oxidasa se puede aislar unida a difosfatidilglicerol

y cardiclipina (Powell y col. 1987).

Las cabezas polaras de los [rtosfolipidos contienen
estructuras cargadas que pueden interactuar con proteinas; en la
deterninacién de estas interacciones Yeagle y Kesley (1989)
usando RMN con fosfolipldos marcados con 31-P observaron que el

fostatidilinositol esta unido a la glicoforina.

Los fosfolipidos, al igual que el colesterol, son capaces de
regular la actividad de las proteinas membranales, por ejemplo,
<con una baja propercien de fosfatidiletanolamina se c¢stimuia la
actividad de 1a bomba de ca‘*? an el retfculo sarcoplasmico
¢(kowles y Racker, 1975). Huil y col. (1981) raportaron un aumento
en la actividad de la ATrasa de calcio en sistemas reconstituidos
con fosfatidiletanolamina gque permite la formacién de fase
hexagonal II y sugirieron que los cambios en la estructura de la
membrana pueden estar asociados con la alteracidn en la actividad

de la bomba de calcio.



Por otro lade, Hidalgo y c¢ol. (1982) reportaron que en el
reticulo sarcoplasmico la disminucien en la actividad de la
ATPasa de calcio se relacliona mejor con el contenido de
fosfatidiletanolamina y no con la formacien de la fase II
hexagonal . Un ejemplo, donde estas interaccionas son criticas es
el caso de la enzima B~hidroxibutirato deshidrogenasa donde 1la
fosfratidilcolina es un requerimiento mnico para la funcionalidad

de la enzima (Isaacson y col. 1979)

Distribuciébn asimetrica de los fosfolipidos en la membrana.

La distribucien y proporcién de los fosfolipidos en ambasg
capas de una membrana es diferante, esto determina parte de la
asimetria. Esta caracteristica de la bicapa lipidica juega un
papel Importante en la funcionalidad de las proteinas insertadas

en la membrana.

Sa conoce poco sobre como se origina y mantiene la
distribucien de los fosfolipidos en la membrana en los dominios
citofacial, exofaclial (Karnovsky y col. 1962) y lateral
(Traistman y Wilson. 1987). Por ejemplo, en la membrana del
eritrocito, la fosfatidiletanolamina y la fosfatidilserina estan
locaiizadas preferentemente en la monocapa citoplasmica y la
esfingomielina y la fosfatidilcolina son mas abundantes en la

monocapa extarior (Van Deenen. 1981).



Sobre el mecanismo del origen y mantenimiento de la
asimetria de la bicapa liptfdica, Helmkamp (1988) propuso la
participacion de proteinas en la transferencia de fosfolipidos,
la cual parece depender de las asociaclones selectivas entrae
estas protefnas y los fosfolipidos. Asf mismo, Devaux (1988)
deternine® un flujo rapido de analogos de la
fosfatidiletanolamina y la fosfatidilserina de la monocapa
exterior en relacién con la nonocapa citoplasmica, que ademas,
fué dependiente de la hidralisis de trifosfato de adenosina
{ATP) .

I. 1. 2. Colesterol

La estructura del colesterol esta formada por cuatro anillos
fusionados, lo que produce una apariencia plana de la molecula
(Esquema 4). El s8istema de cuatro anillos no estd confinado a una
conformacién, ya que el primer anillo (A) pueda adoptar una
c¢onformacien alterna en cristal, ademas da haber una mayor
flexibilidad en la cola no ciclica de la molécula de colesterol

(Duax y col. 1986).

y ’D\W\/\/SG

Esquema 4. Estructura del colesterol
{Tomado de Yeagle. 198%)



La moleécula es predominantemente hidroféblca y el J3B-
hidroxiio le& confiere un cAracter anfipatico, esto hace qua el
colesterol muestre una orientacién en una membrana con el grupo
hidroxilo hacia el solvente hidrofilico y el anillo esteroide
orientado en paralelo a las cadenas hidrocarbonadas de los

fosfolipidos (Yeagle. 198%9).

El contenido de colestaerol en las membranas de una célula no
es uniforme, ya que Se presenta en concentraciones mayores en la
membrana plasmatica en relacion a las membranas intracelulares.
En membranas plasmaticas de hepatocitos se presenta una relacion
de 0.5 moléculas da colesterol por una de fosfolipido. Asi mismo,
las membranas de eritrocitos contienen aproximadamente 45t de
colesterol en relacidn con log lipidos (Cooper, 1978); en tanto
que las membranas de reticulo endopldsmico liso contienen del 10-

12% de colesterol.

El colesterol en la membrana plasmatica no esta distribuide
uniformemente., Por ejemplo, en las ctlulas de la mucosa
intestinal de rata, se encuentra en una concentracién mayor en la
superficie basolateral que en la superficlie apical (Chapelle y
Gilles-Bailllien, 1983). Por otra parte, en las regiones
involucradas en las uniones de adherencia y comunicantes no hay
colesterol (Severs. 1882). Otra region especializada de la
membrana plasmatica como las criptas cublertas tlenen menor
contanido de colestercl que el resto de la membrana (Montesano y

col. 1979).



Las propledades de la membrana pueden ser alteradas por la
presencia del colesterol, ya gue afecta la permeabilidad a la
glucosa en sistemas naturales y artificiales (Yeagle y col.
1977) . EX cambio de posicién del grupo 3-hidroxilo del colesterol
con respecto al plano de la molécula, hace variar la
permeabilidad, por ejemplo sustituyendo el grupo beta-hidroxilo
por alra-hidroxilo disminuye la permeablilidad (Bittman y col.

1984) .

El efecto condensante dal colesterol es debidc a que provoca
una disminuclén del area superficial ocupada por los acidos
grasos saturados ¢ lInsaturados (Demel y col. 1977 ; Bittman y
col. 1984), disminupendo la entalpia y cooperatividad de la
transicién de la fase de gel a liguido-cristalino (Estep y col.

1978) .

Se ha propuestoc que las proteinas integrales de membrana
pueden variar su actividad y estado conformacional por la
presencia de colesterol y la naturaleza de la proteina membranal
involucrada (Yeagle 1585 y 194%). tn relacién a esto, Muhlebach y
Cherry (1982} encontraron gque el colesterol promueve la
agregacién de la banda 3 del eritrocito humano, ademas de que la
interaccleén de la banda 3 es mAs fuerte en monocapas de

colesterol gque en monocapas constituidas de fosfolipidos.
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El colesterol est& involucrado en la modulacién de la
actlvidad de proteinas integrales de membrana. La ATPasa Na-X y
el intercambiador aniénico de membranas de eritrocitos son
inhibidos por colestercl en sistemas reconstituidos (Clatret y
col. 1978; Yeagle, 1983). En tanto que el intercambjador ATP~ADP
y el acarreador del lactato y la arabinosa son estimulados por

colesterol (Grunze y col. 1980).

I. 2. PROTEINAS

Las proteinas de la membrana pueden estar Iinsertadas en la
bicapa lipidica (integrales) o asociadas a ella (perifericas). El
interior de una bicapa es un ambiente energéticamente
destavorable para los enlaces peptidicos, por esta razen, las
protalnas ipsertadas en la bicapa presantan en las regicnes
transmembranales aminoacidos hidrofeébicos que adoptan
preferencialmente la conformacién de alfa-hélice (Chin y col.
1986), que es enérgeticamente favorable (Jennings. 1989%9). Aungue
hay casos excopcionales como el de la porina, que presanta
configuracién de barril B. En los extremos transmembranales hay
una alevada incidencia de aminvacidus caryados, gua manticnon a
las proteinas en esta posicién por ol efecto hidrofébico, ya que
las regiones cargadas dificiimente pueden penetrar en el interior

de la membrana (Singer. 1971}.

11



En varlos tipos de protefnas integrales, se ha supuesto la
presencia de un anillo compuesto de 30 o mas fosfolipidos (Grant.
1988). lLondon y Felgenson (1981) sugirieron que la composicien
del anillo lipidico puede tener influancia sobre la rigidez
membranal. As{ mismo, Blume (1988) propuso que los lipidos an
este anillo constituyen un estado energetico intermedio comparado

con los estados gel o liquido cristalino.

Zambrano y Rojas (1988) oncontraron que la ATPasa de Na-X
ragquiere de un microambiente lipidico para realizar su actividad
catalitica y que la fluidez de los fosfolipidos en la membrana

afectan la translocacion iénica.

Las interacciones fosfolipido-proteina son estabilizadas por
fuerzas hidrofebicas, dipolo-dipolo y alectrostaticas entre
otras (Gitler. 1972). Las proteinas gue estan asocladas a la
membrana presentan una elevada carga negativa, que les permite
mantener un contacto con las reglones polares cargadas de la

bicapa (Yeagla. 1989).

En membranas de células {ntegras y membranas modelo hay
evidancia de que las interacclones fosfollipido-proteina
perirarica puedan inducir la separacisén de fases. Por ejemplo, la
5'-puclectidasa, la fosfatasa alcallna y la acetilcolinesterasa

estan asocladas con fosfatidilinositol (Low y Zilversmit. 1980).

12



Las proteinas Iintegrales que realizan funclones de
transporte transmembranal estan colocadas asimétricamente en la
membrana y su orlentacién es en una u otra direccien

perpendicular al plano de la bicapa (singer. 1871).

La distribucién de las proteinas de membrana puede estar
influenciadas por factores que regulan el arreglo lipidico. Varias
cadenas polipeptidicas pueden asocliarse formando unidades
macromoleculares, por ejemplo las moléculss de bacteriorrodopsina
forman un reticulo cristalino en la membrana plasmatica de
Halebacteriun halobium (Fisher y Stoecknieus. 1983). Otro ejemplo
son las moléculas de conexlna que forman las uniones comunicantes

en células animales (Unwin y Zampighi, 1980).

Las proteinas integralas interactsan con elementos del
citoesqueleto durante la locomocién amibolidea, fagocitosis,
pinocitosis y el movimiento de receptores durante la formacién de

los casquetes en linfocitos (Singer. 1979).

I. 3. CARBOHIDRATOS

La mayoria de las membranas plasmaticas contienen
carbohidratos unidos a protefnas y lipidos (glicoproteinas o
glicolipidos) (Gitler. 1972), los cualas astan orientados hacia

el exterior de la celula, las membranas de los eucariontes

13



presentan como compohente principal &cido sialico que contribuye
a la carga neta negativa tipica en este tipo de células (Yohs y

Rosenberg. 1979%).

Su localizacion y diversidad estructural hace que los
carbohidratos acteen como antenas sensibles por las cuales la

calula detecta seflales extracelulares (Sharon. 1979).

Las glicoprotefnas membranales son capaces de reconocer
carbohidratos extracelulares; Weigel y col. (1979) demostratron
que los hepatocitos se unen a geles con residucs de
carbohldratos. Blackburn y Schnaar (1983} observaron gque las
celulas eplteliales de higado se unen a superficles de plastico

cublertas con anAlogos de glicolipidos.

Los glicolipidos difunden libramente en el plano de 1la
membrana y es posible que estén involucrades en la polarizacién
celular, ademAs presentan temperaturas elevadas de transicién de

orden~desordan (Splegel y col. 1985).

El contenido de glicolipidos depende de patrones espaciales
y temporales del crecimiento o inducidos por agentes externos.
Los patrones involucran probablemente la expresion tridimensional
de oligosacAridos en las suparficles celulares (Roberts y col.

1986) .

14



En general los carbohidratos participan en funcliones
celulares de comunicacién, control del crecimiento celular,

diferenciacien y relacién huesped-parasito (Sharon. 1979).

II. ALTERACIONES MEMBRANALES PRODUCIDAS POR LA EXPOSICION AL

ETANOL .

Por sus caracteristicas fisicoquimicas el etanol, puede
penetrar rapidamente la bicapa lipidica afectando propiledades
fisicoquimicas de la membrana. Se conoce poco sobre la naturaleza
de la interaccien del etanol con los componentes de la membrana,
es probable, que interaccione con 1la cabeza polar de los
fostfolipidos, anclandose por medio del grupo funcional hidroxilo

(Wood y Schroeder, 1988).

La accién del etanol sobre las membranas es a nival fisico,
ya que las alteraciones son mAs parecidas a las producidas por la
temperatura que a la unién de un receptor membranal (Goldstein y

chin, 1981).

Ne & conoce 51 @l elanol se dJdistribuye en ambos lados de la
membrana (Wood y Schroeder, 1988). 5in ambargo, se ha encontrado
que an liposomas producidos a partir de fosfolipidos alalados de
células que han sido expuestas al etanol, presentan una tendencia
a desordenarse, al igual que las membranas intactas, por lo que
sa conasidera que este efecto no es dependiente de la asimetria de

la membrana (Taraschi y col. 1985).
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#ill y Bangham (1975) sugirieron que la composicién lipidica
de las membranas celulares puede cambiar de acuerdo con las
condiciones farmacologicas a las que un organismo esta expuesto.
Este efecto es samejante a la capacidad de bacterlas y organismos
poiquilotermos para cambiar la composicién de los Acidos grascs
de los fosfoliplidos de acuerdo a la temperatura ambiental (Porta

y col. 1965).

Las membranas celulares gue han sido estudiadas con mayor
interés para aevaluar los efectos que el etancl produce, son las
mitocondriales y las microsomales, las primeras por saer el sitio
de produccién de energia (cunningham y col. 1982; Waring y col.
1982) vy las tltimas por estar involucrada en la degradacién de

agentes toxicos (Cunningham y col. 1982).

Los reportes sobre las alteraciones en las membranas
plagmaticas producidas por exposicién al etanol, se han
encaminado en gran parte a conocer el proceso de adiccién que se
presenta sn organismos expuestos crénicaments a este compuesto,
para esto se han aislado principalmente las membranas para su
estudio de ceélulas cerebrales (Chin y Goldstein. 1977; Harris y

Schroeder. 1981)

Se ha reportado que al exponer ratones al tratamiento
crénico con etanol las membranas sinaptosomales presentan mayor

rigidez en relacien a las membranas alsladas de los animales
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control; este efecto se ha determinado tanto por resonancia
del espin electronico (Lyon y Goldstein, 1983), como por
polarizacién de fluorescencla (Harris y col. 1384) o© bien

resonancia magnética nuclear (Goldstein y Chin 1981).

Las membranas aisladas de ratones expuestos [p yivep al
etanol son mAs resistentes a l!a adicioén ln vitro y se suglere
que las celulas se adaptan a la presencia permanente de la droga
rluidizante (Goldstein y chin. 1981). Ademas hay una disminucieén
en el contenido de Acido estearico, incremento en el Aacido
araquidenice (Littleton y col. 1980), asi como un aumento en la
relacion de A4cidos grasos saturados/Acidos grasos insaturados

(Morrison y col. 1%84).

El etanol puede inhiblr ¢ estimular la actividad de enzimas
insertadas en la membrana, por ejemplo la adenilato ciclasa de la
membrana plasmatica (Luthin y Tabakoff. 1984), la ATP sintetasa y
la citoeromo oxidasa do la membrana interna mitocondrial (Tayer y
Rubin. 1979; Gordon y col. 1982), la ATPasa-Ca+2 de reticuloe
sarcopilasmico, los canales iénicos (canales para calcio sensibles
a voltaje y el canal para Cl- mediado por receptores dal Acide
aminobut{rico~GABA) . Muchos da estos efectos pueden estar
agoclados a la modirficacien de la composicioen lipidica de la

menbrana (Wood y Schroeder. 1988; Yeagle. 1989).
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E] etanol modifica la fluidez da la membrana, esto se ha
explicado en funcién de qua la membrana esta organizada en
raglones diferenciales, por lo que el efecto es distinto en cada
una do estas regiones (Wood y Schroeder. 1988). La incorporacién
de sondas a diferaentas niveles de las cadenas
hidrocarbonadas permiten establecer que la reglen hidrofobica de
la membrana presenta mayor fluidez que la hidrofilica (Chin y
Goldstein. 1981).

Se¢ ha sugerlido que el etanol no tiene preferencia por alguna
de las capas de la bicapa (Wood y col. 1990). Sin embargo,
Chanabel y colaboradores (1985) al exponer nmembranas de
eritrocito al alcohol-bancilico determinaron mediante el uso de
sondas fluorescentes permeables e Iimpermeables que el alcohol
aumenta en mayor gradeo la fluidez de la monocapa citoplasmica, lo
cual permitié proponer que el etancl debe presentar un efecto

mayor en la region mas fluida.

Las membranas de celulas de digtintos ¢rganos son afectadas
de dllerento forme por la exposicien al etanol (Schuller y col.
1984). A pesar de su lImportancia en la absorcién de nutrimentos,
trangporte de iones, mantenimiento de la integridad celular y
transduccidn de informacién a través de recaptores especificos,
se han realizado pocos estudios empleando la membrana plasmAtica

de los hepatocitos.
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wWing y colaboradores (1984) reportaron que en la mneabrana
plasmatica de hepatocitos de ratones expuestos al etancl, hay una
disminucién del contenido de Acidos grasos 18:0 y un aumento en

18:1.

Polokoff y colaboradores (1985) determinaron en celulas de
hepatoma de Reuber H35 expuestas crénicamente al etanol un
incremento en la relacién fosfatidilcolina/esfingomielina, que

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

III. SISTEMAS MODELO UTILIZADOS PARA ESTUDIO DE 1OS
EFECTOS DEL ETANOL.

Bl hombre estd expuesto a diversos xencbioticos como,
fArmacos, pesticldas y solventes organlcos entre otros. Estos
ditieren en su estructura quimica y consecuentementa en sus
actividades blolégicas. La capacidad de un compuesto para causar
algun efecto bilolegico, depende en alguna medida de los grupos
funcionales que lo constituyen; el conocimiento da algunos de
estos grupos permite predeclr el sfactoc del xehobiotico (Stammati

y col. 1981).

Existen pocos estudios realizados en humanos. Los resultados
a partir que se han de muestras de biopsias y necropsias. Estas
eltimas, tienen la desventaja que tres horas posteriores del

fallecimiento, hay disminucién en 1a actividad metabolica de los
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xenobloticos, por lo gqua son poce viables para esta tipo de
estudios (Powis. 1389).

Existae un ngmero considerable de modelos animales, que han
mostrado las alteraciones primarias producidas por la ingesta del
atanol (higado graso), perc no los efectos secundarioa como la
cirrosis. Esto se ha relacionado con variiables tales como, la

edad, sexo y la nutricién (Lieber y col. 1989; Derr y col, 19890},

Un problema en la estimacién de riesgo en el humanc esta
asociado a la forma en que son transformados los xenobidticos en
los diferentas organismos, ya que exlste diferencia en la
velocidad y vias que son utilizadas para la detoxificacién entre
el hombre y los animales de experimentacioen (Benford y Hubbard.

1987).

Actualmente se han desarrollado los cultivos celulares para
la eovaluacién de téxicos. Entre las principales ventajas que
presentan estos sistemas, es que sa tiene controlado el ambilente
fisicoquimico (pH, temperatura, presién csmética, oxigenoc) la
concentracion del sustrato y ilas concentraclones de hormonas que
eliminan las complejas linteracclones que se presentan Jan vive

(Ham y Mckeehan. 197%9)

Existen varios tipos de cultivos de ceélulas de origen

hepadtico empleados en este tipo de estudios; los cultivos
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primarios de hepatocitos y las lineas celulares. Los dos crecen
adheridos al soporte de cultivo y permiten el estudio de la
proliferacion, migracien, adhesién y regulacion del contacto

celula-calula.

Sin embarge, los cultivos primarios de hepatocitos tienen
una vida media de aproximadamente de dos sgemanas, que en algunecs
casos hace poco factible conslderar la exposicién al etanol de

tipo cronico (McQueen y Williams, 1987).

Por otro lado, las lineas celulares pueden ser ldentificadas
considerande las siguientes caracteristicas: morfologia celular,
inhibicién por contacto, elevada actividad fibrinolitica, re-
expresién de antigenos celulares, namero ilimitado de divisiones
celulares y capacidad de producir progresivamente tumores
proliferantes cuando son inoculadas an animales de

expaerimentacién (Stammati. 1981).

Las celulas de origen hepatico pueden nantener varias
caracteristicas tipicas de hepatocites como sintetizar albemina,
tibrinogeno, transferrina (Crane y col. 1975) y alfa-feto

proteina (Sell y col. 1975).

AdepAs de las caracteristicas anteriormente mencionadas,
algunas mantienen la capacidad de metabolizar xenobidticos, lo

que las convierte en una buena harramienta.
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A pesar de ser dirficil el establecimiento de lineas
celulares hepaticas, s&e pueden adquirir comercialmente algunas
provenientes de diferentes especies y diversos grades de
diferenclacién (Grishman. 1983). Entre ellas estan, por ejemplo
la 1inea chang de adulto normal y la WRL-68 de corigen embrionario

normal ambos de origen humano.
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IV. JUSTIFICACICON

E] desarrollo da estudios sobre los mecanismos por los gque
6l etanol produce alteraclones en distintos organocs en el humano
es importante; sin embargo, solo se han podido llevar a cabo
pocos estudios en necropsias de organcs provenientes de
individuos con alteraciones severas; a esto hay que agregar el
problema de la alevada variabilidad entre individuos, que esta

asociada a la susceptibilidad.

Se han utilizado animales de laboratorio para reproducir
dafios cronicos a nivel hepatico observados en los humanog. En
astos estudios, se les administra el etanol a los animales en el
agua, sin embargo el dafioc por la ingestién se manifiesta como
alteracicnes gastrointestinales antes que se presente el dafio

hepatico.

Otro modelo para el estudioc de los efectos téxicos son los
cultivos celulares hepAticos que por su accesibilidad al
xenobiotico permiten determinar el efecto directo sobre la

celula, ademas de lograr una exposicién cranica.

En el laboratorio de Fisiologia Celular de la Universidad
Autonoma Metropolitana~Iztapalapa se han empleado las células
hepaticas WRL-68 de origen fetal humano como modelo para evaluar
lag alteraciones producidas por al etanol y se ha determinado la

liberacién de enzimas citosolicas (alanino aminotransferasa,
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aspartato aminotransferasa) y membranales (gamma glutamil
transpaptidasa), el alargamiento en la duracién del tiempo de
genaracioén, el aumento en las aberraciocnes cromosémicas y
los camblos en las relaciones de los componentes de la matriz

aextracalular.

A pesar de 1a importancia que tiene ol! estudic de 1la
membrana plasmatica del hepatocito en el transporte de
nutrimentos y la transduccién de informacién extracelular a
traves de receptores espacificos. Se han desarrollado pocos
trabajos, donde los resultados obtenidos sobre al afecto a nivel
de membrana plasmatica dal hepatocito han sido contradictorios
aparte de que solo se han cuantificado los componentes de
membrana o la fluidez, debido a las diferentes condiciones

experimentales empleadas.

El etanol influye en los componentes lipidicos y protéicos
provocando cambios en la funcionalidad de la membrana; de ah{ la
importancia de analizar los efectos directos que puede producir
el etanocl en las ceélulas hepaticas, para lo cual se utilizé el
sistema de celulas hepaticas WRL-68, ya que refleja algunos de

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

Conocer algunos efectos causados por la exposicion
créonica o aguda al etanol sobre la composicion lipidica
(fosfolipidos y colesterol) y fluidez en las mambranas

plasmaticas de las calulas hepaticas WRL-68.

OBJETIVOS PARTICULARES

1} cuantificar el contenido de colesterol en membranas
rlasmaticas de calulas WRL-68 expuestas crénica o

agudamente al etanol,

2) Cuantificar y tipificar el contenido de fosfolipidos en
menmbranas plasmaticas de células WRL-68 expuestas crénica

o agudamente al etanol.

3) Determinar la fluidez en membranas plasmaticas y
homogenados celulares totales aislados de ceélulas

expucstas crinica o agudamente al atancl.

4) Determinar las variaciones en la fluidez por la adicién jin
vitro de etanol a membranas plasmAticas aisladas de

célules expuestas crénica o agudamoente al etanol.
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vI.

HIPOTESIS

El etanol es un agente toxico que causa
alteracliones a diferente nivel fisiolégico en celulas
repaticas y ya que la membrana plasmatica es el primer sitio
de contacto de la célula con este hepatotoxico, al analizar
al efecto que este produces en las membranas plasmaticas de
la linea celular WRL-68 al sor expuestas a un tratamiento
crénicoe o agudo, encontraremos diferencias en la rluidez y
composicion lipidica en relacion a las ceélulas cultivadas en

ausencia de etanol.
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VII. MATERIALES Y METODOS
VII. 1. Mantenimiento de la linea celular hepAtica (WRL-£4).

Las calulas se obtuvieron de la American Type Culture
Collection (ATCC). Para el crecimiento celular se uso Medio
Modificado de Dulbecco (DMFM) adicionado con 8%y de suero fetal
bovino, 1.0t de aminoacidos no esenclales y 0.1% de antibléticos
(penicilina / estreptomicina) con actividad de 10,000 UI/ug/ml.
Las ce¢lulas se sembraron en cajas de plastico esteriles y se
mantuvieron en una atmésfera con 5% de co,, 95t de aire con
humadad relativa al 80%. Todos los experimentos se llevaron a
cabo cuando las células se encontraban en la fase logaritmica de

crecimiento.

vII. 2. Exposiciéen créonica y aguda al etanol.

Para determinar ios grados de exposicioén, se realizé un
experimento para ver el aefecto de la concentracioén de etanol
sobre la viabilidad celular, para ésto las céalulas WRL-68 fueron
sembradas a ia miswa Jansldad en una placa multipozos. Después de
24 horas ¢] medio fue elimipado y se sustituyé por medie fresco
con diferentes concentraciones de etanol (10mM a 2M), ademas en
los controies se colocd manitol o sacarosa para descartar afecto
osmético. La viabilidad se determind después de 24 horas, por la
capacidad de las celulas vivas para excluir el azul tripano a

0.2% de concentracion final.
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Una vez establecidos los tiampos y concentracionss de
exposicién, las células fueron sembradas a una densidad de 1.6 X
103 celulas/cmz en botellas de 150 ml. Después de 24 horas el
medio fue removido y se reemplar: por medio fresco con y sin

etanol.

Para el tratamiento crénico las células se expusieron a una
concentracien 0.1M de etanol durante treinta dias y para el
tratamiento agudo las celulas fueron expuastas a una

concentracieén de 0.5 M por 24 horas.

viI.3. cuantificacien de proteinas.

La concentracién de proteinas de Jlos homogenados celulares
se daterminé de acuerdo al méetodo de Lowry modificado por
Markwell y col. (1978). Se preparé una curva de patron usando
albemina sérica bevina (BSA), colocando en tubos de ensayoc 10,
25, 50, 75 y 100 ul! de la solucién de BSA con una concentracién
de 0.1 mg/ml y ajustando a un volumen final de 1000 ul de agua.
5e adiciono una mezcla de reaccion conteniendo, carbonato de
sodio (2%}, hidréxido de sodio (0.4%), tartrato de sodio y
potasio (0.16%), sulfato de cobre (4%) y dodecil sulfato de sodio
(SDS} (1%).

La solucién se agité e incubd durante 10 minutos a

tomperatura ambiente. Se adicionaron 0.3 ml de reactivo de Folin-
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Cicalteau (2N) djiluido 1:1 con agua destilada. La solucién se
incubé a temperatura ambiente por 40 minutos. Se leyé la

absorbancia de la mezcla a 660 nm.

Para las muestras problemas se tomaron 10 ul de la
suspensién de membranas plasmaticas aisladas y con agua destilada
se llevaroh a 1000 ul, siguiende la adicién de los reactivoes

antes descritos para la curva de albamina.

VII. 4. Afslamiento de membranas plasmaticas.

Las membranas plasmaticas se aislaron de acuerdo con lo
propuesto por Polokoff y col. (1985). Las células se lisaron por
choque osmético en una solucién 1 mM de bicarbonato de sodio
durante 20 minutos. El lisado se centrifugé en un rotor Ti-6S a
27,000 X g durante 15 minutos y el pellet se resuspendio en
sacarcsa ajustaAndose la concentracién a 44% y posteriormente se
centrifugd en un gradiente de sacarosa (10, 20, 30 y 40% P/V) a
90,000 X g durante 2.5 horas.

Las fracciones correspondlentes a las membranas plasmaticas
se localizaron entre las bandas de 20% y 30% del gradiente, que
se resuspendieron con bicarbonato de sodio 1 mM, se centrifugé a

48, 000 X g durante 30 minutos y al final se guardaron a -70°C

hasta el momento de usarse.
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VII. 5. cuantificacién de colesterol en membranas plasmaticas.

El contenido de colesterol en las membranas plasmaticas se
determiné segnn lo propuesto por Liebermann-Buchard (1357). Se
colocaron en tubos de ansayo alfcuotas de las membranas
plasmAticas con una concentracién de 1 mg de proteina y para la
curva estandar se tomaron 0.02 ml de una solucién patrén de

colesterol a una concentracién de 300 mg/dl.

A cada tubo se adiciont 1 ml de una mezcla de anhidrido
acético (6.33 mol/l) en acido acetico (99%), se incubd a
temperatura ambiente durante 20 min y sa afiadieron 0.2 ml de
acido sulferico (97%), se colocé la solucién en bafio de agua a

25°C y sa leys la absorbancia de las muestras a 578 nm.

VII. 6. Extraccién de fosfolipidos.

Los fosfolipidos de membrana se extrajeron por el método de

Bligh y bDyer, (1959) de la siguiente manera:

A un mi de suspension celular se le adicionaron 5.0 ml de
una mezcla cloroformo:metanol (2:1 V/V) y se mantuvo duranta 10
minutos con agitacién ocasional. Sa centrifugd a 550 X g durante
10 min a 4°C para eliminar las proteinas precipitadas y otros
residuos celulares. FEl1 sobrenadante se transfirié a otro tubo
donde se adicionaron 1.25 ml da cloroformo y 0.5 ml de agua

destilada. La solucion se mezcid y posteriormente se centrifuge
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a 550 X g durante 10 min para separar las fages organica y

ACUOSA.

La rase orgAnica g8 colecté con una pipata Pasteur, se
colocé en un tubo cénico graduado y se ajusto el volumen a 8 ml
con cloroformo. Los solventes se avaporaron bajo una atmésfera de
nitrégeno. Los fosfolipidos extraides se mantuvieron a -20°C

bajo atmésfera de nitrégenc hasta el momento de amplearse.

VII. 7. Separacion de fosfolipldos individuales.

Los fosfolipldos individuales se separaron por cromatografia
en capa fina de dos dimensiones siguiendo el método de Rouser y

col. (1970).

El procedimiento se inicié con la saturacion de la camara de
cromatografia para la primera dimensién con cloroformo : metanol
¢ hildrexido de amonio en proporcien 65:25:5. Se colocaron
cincuenta ul del extracto lipidico sobre placas de vidrio de 20 X
20 cmy 0.25 mm de espesor de silica gel Sephadex G60 y la placa
se coloc® en la camara para degarrollar la primera dimension.
Daspués la placa se puso en un desecador al vacio durante la
noche y  posteriormente se corrié en la segunda dimensien con

cloroformo: acetona:metanol:Acido acético:agua en proporcién
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30:40:10:10:5, Después de haber desarrollado la segunda dimensién
la placa se colocé en un desecador durante 3 horas; 1los
fosfolipidos se revelaron con vaporeas da lodo. En ua papel
calofan se marco el patrén de separacién deo los fosfolipidos,

origen y frente de corrimiento para calcular los Rf.

VII. 8. cCuantificacion de fosfclipidos por contenido de
fésforo.
La cuantificacien de los fosfolipidos se realize segen el

matodo propuesto por Dlittmer y Wells (1969).

Los fosfolipidos individuales se obtuvieron raspando la
placa y colocando la silica gel en un tubo de ensayo. Las
muastras se hidrolizaron afiadiendo 1.0 ml de Aacido percléerico
concentrado y calentando a 80°c durante toda la noche. El
hidrolizado se ajustd a 1 ml con agua desicnizada y se afiadieron
0.25 ml de solucién gque contiene 2.7%v de molibdato de amonio y
2.5 N do acido sulferico. Después de agitar se agregaron 0.065 ml
de la solucién reductora (acido 1,2,4-aminonaftol sulfénico al
8%) . Paralelamente se prepard una curva patrén de fosfato entre
0.005 a 0.6 nmol/ml bajo las mismas condiclones experimentales
que las muestras problema. El color se desarrollé¢ colocando los
tubos en agua hirviendo durante 1¢ minutos. Se dejarcon enfriar a

temperatura ambiente y se leyd la absorbancia a 830 nnm.
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vIir. 9. Determinacion de la fluidez en membranas totales y

membranas plasmaticas.

La fluidez de las membranas se analizé mediante la
polarizacién de flucrescencia incorporando el [fluorocrome 1,6
difenil=-1,3,5 hexatrieno (DPH). En dos mililitros de solucién
amortiguadora de fosfatos se afiadieron membranas para obtener una
concentracion 200 ug/ml de proteina, la mercla se Iincubo a 37%
por una hora. La polarizacién de fluorescancia se determinéd en
un espectrofluoremetro SLM Aminco equipado con polarizadores. De
una solucién 2mM de DPH en dimetilformamida se agregaron 2 ul a
cada celda. Se usaron 365 nm como longitud de onda de excitacién

y 430 np como onda de eamisien.
A partir de la rormula propuesta por Shinitzky e Ibar, 1976
80 obtuvo el grado de la polarizacion de fluoraescencia:
(FM / Fm) -1
(F4 / Fm) + 1

P = grado de polarizacion de fluorescencia.
FM =» lectura de intensidad de fluorescencia en paralelo.

Fm = lectura de intensidad de fluorescencia en perpsndicular.

Para cada grupo de membranas plasmaticas de ceélulas

expuestas al etanol o control se realizaron 10 determinaciones.
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VII. 10. Adicién del etanocl a membranas aisladas.

A las membranas aisladas de los cultivos con distintos
grados de exposicién al etanol contenidas en 200 ug/ml, s5e les
adicionaron 20, 40, 60, 80 y 100 mM de etancl y se determin® la
polarizacion de [luorescencia siguiendo las condiclones descritas

en el apartado anterior.

VII. 11. Actividad enzimatica membranal.

La actividad de la ATPasa Na~K y 5'~npucleotidasa se
utilizaron como indicadores de pureza de la preparacién de

membranas plasmaticas.

La actividad de la enzima 5'-Nucleotidasa se eztimo
siguiando el método de Dixon y Purdom (1954). Se colocd en tubos
de ensayo, una solucién 250 uM de adenosina 5‘'-gonofosfato a pH
7.5 y se agregd® al volumen de membranas purificadas conteniendo
1 mg de proteina, se lncub® egta mezcla a 37°C durante 2.5 horas,
sa detuvd l1la reaccién adicionando 1 ml de TCA (Acido
triclorocacetico) al 30y, 560 mezclé la soluclidn y se mantuveo en
bafic da hielo durante S minutos. L& mezcla do reaccion se
centrifugé a 550 X g durante 10 =minutos para clarvificar. El
tosfato inorgaAnice liberado por acclén de la 5'-nucleotidasa se

cuantifice por el método descrito por Dittmer y Wells (1969).
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Actividad de la ATPasa Na-X ge determiné siguiendo el método
de Swann y Albers (1975}. La solucien de reaccién
conteniendo MgcCly {3mM), ATP (3 mM), NaCl (130 mM), KCl (20
mM) e histidina (30 mM} a p4 7.5, ge equilibro a 37°C durante 5
minutos. Entonces se afiadieron 25 ul de suspension celular a un
mililitro de medin de reacclién y se incubd la mezcla durante 5
minutos a 37°C. La reaccién se detuvo adicionando 0.1 ml de TCA
al 50%, los tubos se colocaron en bafio de hielo durante 5 minutos
y se les afiadi¢ un mililitro de agua desionizada, la mezcla se
centrifuge a 550 X g durante 10 minutos. El fosfato inorganico
liberado por accion de la ATPasa Na-K, s8 cuantificod por el
método descrito por Dittmer y Wells (1969).

vir. i1z. Analisis estadistico

Se emplearon métodos descriptivos para las varlables
cuantitativas individuales (promedio y desviaclén estandar).
AdemAs se emplearon métodors estadisticos inferenciales para
obtener conclusiones con nivel da probabilidad de p < 0.05 de
las relaciones causales observadas entre las variables wmedianto

la prueba t de Student.
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VIII. RESULTADOS

VIXI. 1., VIABILIDAD DE LAS CELULAS WRL-68.

Las células de la linea WRL-68 se pudieron cultivar y crecer
comc se ha reportado. Como se muestra en la Figura 1, las células
presentaron una elevada viabilidad en un amplio intervalo de
medios de cultivo conteniando etanol. Aen a concentraciones
superiores a 0.75 M de etanol en medio de cultivo, las celulas
mostraron 50% de viabilidad. En tanto, las células crecidas en
medio de cultivo suplementado con sacarosa o manitol murieron en

su totalidad a concentraciones entre 0.010 a 0.1M.

VIII. 2. COMPOSICION LIPIDICA DE LA MEMBRANA PLASMATICA.

E] contenido de colesterpl en las membranas control fué de
140 nmol/mg proteina, mientras gue las membranas aisladas de
células sujetas a exposlclén aguda mostraron 225 nmol/mg
proteina, lo que representa un incremento del 60%. Las membranas
de ceélulas sometidas a exposicién crénica presentaron el
mayor contenido (310 nmol/mg protaeina) hablendo un incremento del

121% (Figura 2).

Las membranas totales mostraron un comportamiento similar al

encontrado en las membranas plasmAticas. Las células control
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FIGURA 1. VIABILIDAD DE LAS CELULAS
WRL-68 EXPUESTAS DURANTE 24 HORAS

AL ETANOL.
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FIGURA 2. CONTENIDO DE COLESTEROL EN
MEMBRANAS PLASMATICAS DE CELULAS WRL-G8.
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mostraron un contenido de colesterol de 670 nmol/mg protefna,
mientras las membranas provenientes de la exposicién aguda
tuvieron valores de 834 nmol/mg protefna y para la exposicién
créonica al valor  promedio fue de 1020 nmol/mg proteina

(Figura 3).

En relacién al contenido total porcentual de fosfolipidos,
fué mpodificado por la exposicieén al etanol, tanto en el
tratamiento crénico y agqudo. Los valores encontrados, se
presentan en la Figura 4, donde sa observa que las células
control mostraron un promedio de 910 nmol/mg proteina, en tanto
en las membranas alsladas despuss de la exposicién croénica el
promedio fu& de 876 nmol/mg protefra que representé una
disminucion del 4% y en la exposicién aguda el promedio fué de
750 nmol/mg protefna representando una disminucion del 18% en
comparacién a las calulas control, no mestrando diferencia

significativa.

A partir de los resultados antes referidos s obtuvo la
relacioen colasterol/fosfolipido, 1la cual fue modificada por la
exposicion al etancl. Se observa gque en las membranas control la
relacién fué del 0.15, mientras para la exposicién crénica 1la
ralacién se incremento significativamente a 0.35 gque representé
un aumento del 1333, mientras qua en la exposicién aguda la
relacién tue muy similar a la observada en el tratamiento crenico

(Tabla Ij.
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FIGURA 3. CONTENIDO DE COLESTEROL EN
MEMBRANAS TOTALES DE CELULAS WRL-68.
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FIGURA 4. CONTENIDO TOTAL DE FOSFOLIPIDOS
MEMBRANAS PLASMATICAS DE CELULAS WRL-6
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TABLA I. RELACION DEL CONTENIDO DE FOSFOLIPIDOS Y
COLESTEROL EN MEMBRANAS PLASMATICAS DE
CELULAS WRL-68.

Exposicien Fosfolipidos Colesterol Relacien
(nmol/mg prot.) {mmol/mg prot) Col /Fosaf+
;';;;iqo 910t118 140120 0.15
crénica 876470 310415 0.35¢
Aguda 750493 225+12 0.30%

+ Col = colesterol; Fosf = Fosfoli{pidos
*p < 0.05
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El contenido de fosfolipidos individuales determinado por
cromatografia bidimensional (Tabla II}, mostré que tanto la
oexpogicion aguda como crénica modificaron al contenido de algunos

foafolipidos.

El contenido porcentual de fosfatidiletanolamina en las
membranas control fué del 22.04%, el cual aumenté hasta un 30.98%
en la exposicién crénica y 28.5% en la exposicién aguda, este
comportamiento fue significativoe (g< 0.05). En relacién a 1la
fosfatidilcolina, las membranas de células control presentaron
44.63%, mientras en ambos tipos de exposicion al etanol hubo una
disminucién, el contenido porcentual en las células expuestas
¢ronicamente al etanol fue del 38.32% y para el tratamiento agudo

del 39.87%, no siendo difaerentes significativamente.

otro fosfolipido que tambien varlé® fuertemente fué el
fosratidilinositol, que en las membranas control mostr® valores
de 10.24%, que en comparacien a la exposicién cronica mostro una
digminucion del 18% (p < 0.05) y en la exposiclien aguda disminuyd
al 24% (p < 0,05).

VIII. 3. EFECTOS EN LA FLUIDEZ DE MENBRANAS PLASMATICAS FPOR
LA EXPOSICION AL ETANQOL.

El efecto de la exposicién al etancl sobre la fluidex de
membranas plasmAticas de células WRL-68 fue estimado por la

polarizacion de fluorescencia utilizando difenil-hexatrieno.
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TABLA II. COMPOSICION DE FOSFOLIPIDOS EN MEMBRANAS

PLASMATICAS DE CELULAS WRL-68.

Fosfolipido Testigo crenica Aguda

X + D.E. X + D.B. X + D.E.
Ezfingomielina 7.1240.25 6.56£0.50 §.4240.65
Fosfatidilcolina 44.6314.05 38.3242.80 39.8710.62
Foaratidilserina 7.2340.57 6.2340.28 6.3810.93
Fosfatidilinositol 10.24%1.06 8.4810.62 7.7910.87
Fosfatidiletanolamina 22.04+1.80 30.9842.96 28.50+2.18
Otros 8.58+1.20 7.50%+1.50 8.6410.89
rotaL 99.64+1.24 58.05+1.44 $7.60+0.52
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En la Figura 5, se muestran log valores de la polarizacien
ds fluorescencia, las membranas plasmaticas provenientes de los
tratamientos agudo y cronico al etanol  mostraron un
comportamiento diferente entre ellos. El promedic en las
membranas control fué de 0.189, valor que fueé similar al promedio
obgervado en la exposicién crénica (0.168 u.a.). Sin embargo, en
las membranas plasmaticas correspondlentes a la exposiclen aguda
mostraron un aumento considerable en la fluidex en relacién al

control (p < 0.05).

El efacto del etanol sobre la fluldez en las membranas
totales fue evaluado y se observd que al control presentd un
promedio de polarizacién de fluorescencla de 0.226 que fué
similar al promedio en las membranas del tratamiento croénico,
mlentras que en las meombranas del tratamiento agudo se observd un

incremento ligerc en la filuiderx (Figura 6).

VIII. 3. 1 EFECTOS EN LA FLUIDEZ DE NENBRANAS PLASMATICAS
POR LA ADICION IN YITRO DE ETANOL,

Tnmediatanants dezputs del teérmino de cada tipo de
exposicion, se analizs el efacto de concentraciones crecientes de
etanol adicionado en el momento de la determinacién de la fluides
de las membranas plasmaticas, lo que es referido como el efecto

de la adicien in vitroe.
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FIGURA 5. POLARIZACION DE FLUORESCENCIA
EN MEMBRANAS PLASMATICAS DE
CELULAS WRL.-68.
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FIGURA 6. POLARIZAGION DE FLUORESCENCGIA
EN MEMBRANAS TOTALES DE CELULAS WRL.-68,
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Las alteraclones en !a fluldez de membranas plasmaticas
provenlentes de las exposiclones croéonica o aguda fueron
diterentes, como se observa en la Figura 7, las membranas de la
exposicion crénica no mostraron variaciones en la fluidez con el
aumento en la concentracion de etanol. Mientras las membranas
plasmaticas de ceélulas expuesta en forma aguda mostraron un
aumento en la fluidez conforme aumento la concentracién de
etancl; a concentraciones mayores de 20 mM, ya no se modifice
mAs. Las membranas de células crecidas en ausencia de etanol
mostraron aumente en la fluldez conforme aumentaba la
concentracien de etanol, siendo este incremento mucho mas marcado

que en las membranas con tratamiento agudo.

Para determinar sl el comportamiento en el efecto de la
adieien Jp yitro del etanol es independiente del tipo de
membranas celulares en estudic, se analizaron las membranas
microsomales aisladas de celulas crecidas bajo las mismas
condiciones de exposicién al etanol. En la Figura 8, se observa
que la respuesta a la adicién de concentraciones crecientes de
etanol fué diferenite a la observada en las membranas
plasmaticas. Asi, las membranas control en este caso mostraron
aumento en la fluidez conforme se incremento la concentracien de
etanol. Este mismo comportamiento fue observado con las membranas
del tratamiento agudo y crénico solo que en este casc la mayor

modificacién se presenté en las membranas del tratamiento agudo.
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FIGURA 7, EFECTO DE LA ADICION In Vitro
DE ETANOL EN LA FLUIDEZ DE LAS MEMBRANA
PLASMATICAS DE CELULAS WRL-68.
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FIGURA 8. EFECTO DE LA ADICION In Vitro
DE ETANOL EN LA FLUIDEZ DE LAS MEMBRANAS
MICROSOMALES.
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VIII. 4. ACTIVIDAD DE ENZIMAS MEMBRANALES.

Ademas del analisis de los efectos del etancl en la
composicién y fluidez de las membranas plasmAticas de las celulas
WRL-58, también se determinad la actividad de enzimas
caracteristicas de la ﬁembrana plasmatica para conocer las

alteraciones funcionales.

El etanol influy®d de manera distinta en la actividad de
ehzimas marcadoras de la meabrana plasmatics. La onzipa 5°'-
nucleotidasa mostr® un valor promedio de 156 nmol/h/mg de
proteina en el control, en relacién a esta actividad, se observe
que aumento el 85% de 1la actividad en las membranas de celulas
crecidas bajo tratamiento agudo que mostraron un valor promedio
de 290 nmol/h/mg proteina, en tanto que la exposicién crénica
mostrd un valor promedio de 239 nmol/h/mg proteina lo que
representd un aumento en la actividad del 53% en comparacien con

las membranas de celulas control (Fig. 9).

En la Figura 10, se observan los valores promedios obtenidos
en la actividad de la ATPasa Na-K que no mostrd alteracién
significativa por la exposicien al etanol. Las membranas
aisladag de la celulas crecidas en ausencia de etanol mostraron
una actividad de 6.9 umol/h/mg proteina, en la exposicién cronica
la actividad fue de 6.3 umol/h/wg proteina observandose una

disminucién del 10%, mientras que en la exposicién aguda se
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FIGURA 8. ACTIVIDAD DE 5'-NUCLEQTIDASA
EN CELULAS WRL-88 EXPUESTAS AL ETANOL.
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FIGURA 10, ACTIVIDAD DE LA ATPASA NA-K
EN CELULAS WRL-688 EXPUESTAS AL ETANOL,
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observe una actividad de 5.9 umol/h/mg proteina mostrando

disminucion del 15%.
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IX. DISCUSION

El difenil-hexatrieno es una molécula lipofilica que
incorporada en membranas, puede localizarse a lo largo de lag
cadenas hidrocarbonadas de los Acidos grasos (Mulders y col.
1986) y permite detectar cambilos en los movimientos laterales de
las cadenas aclilo (Lentz y col. 1976¢), ademas Lentz Yy
colaboradores (198%) han sugerido que se distribuye de igual
manera en rezionas en fases dé gel y liguido-cristalino, por lo

que permite analizar las propiedades dinamicas de la membrana.

Por la accesibilidad del téxico en sistemas Je cultivos de
tejidos, se puede consliderar que la membrana plasmAtica es el
primer sitio de contacte con el otancl, lo cual hace gque sea
susceptible de ser alterada. La polarizacién de fluorescencia
como medida de la dinamica de los fosfolipldos en 1la membrana
mostraron que la alteracién de la fluldez dependié® del grado de

exposicién al etanol.

La exposicién al etanol por un periodo corto a una
concentracidn elevada, provocé un efecto fluidizante en las
membranas, el cual fue evidenciado por los valores elevados de
polarizacion de fluorescencia, nmientras que las sometidas a una
baja concentracién y a un periodo de exposicién prolongado no

mostraron carbios en la fluldez; al compararse con los valores de
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polarizacisn de fluorescencia encontrados en las nembranas

plasmaticas de células cultivadas en ausencia de etanol (Fig. 5).

Este efecto puede estar asociado a la capacidad del etancl
de penetrar facilmente la bicapa lipidica (Wood y Schroeder.
1988) y alterar la region dentro de la membrana que tiene mayor

fluldez (chabanel y col. 1985).

La diferencia en fluidez entre ambos tipos de exposicién
parece aestar asociada a la modificacién en el contenido de
agentes que estabilizan la membrana. Por ejemplo, se considera
que el calcio unido puede actuar como un protactor de agentes que
fluidizan la membrana (Seeman y c¢ol. 1974), ademas de inducir
transicionos de fase (Viret y Leterrier. 1974) y astabilizar 1la

fluidez (Papahadjopoius. 1974).

Los resultados obtenidos en relacién a la exposicién crénica
coinciden con estudios realizados en membranas aisladas de
células de origen no hepaticc. Las membranas sinaplosomales de
ratones expuestos crénicamente al etancl son mAs rigidas que lasg
membranas control cuando se ha determinado la fluidez por
resonancia del espin electrénico (Lyon y Goldstein, 1983) o

polarizacien de flucrescencia (Harris y col. 1984).

Por otro lado, se ha sugerido que el etanol tlene un efecto
asimétrico en las membranas. Wood y colaboradores (1920)

encontraron en membranas sinaptosomales de animales en exposicien
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crénica al etanol una reduccieén en las diferencias de [fluidez

entre las monocapas citoplasmica y exterior.

Las diferencias de fluidez observadas entre 1as membranas
plasmaticas de calulas crecidas en presencia y ausencia al
etanol, parecen estar asccladas con cambios observados en el

contenido de colesterol y fosfolipidos.

Se ha propueste que el colesterol en las membranas juega un
papel importante en la rigidez de las membranas (vVanderkooli y
col. 1974). Shuller y colaboradores (1984) encontraron en
membranas plasmaticas de ratas tratadas cronicamente con etanol
un aumento en el conteaido deo colesterol y sugirieron que este
comportamiento puede ser responsable de las variaciones en la
fluidez, que puede estar asociado a su efecto condensante, ya que
disminuye el Aarea superficial ocupada por fosfolipldos con aAcidos
grados saturados e insaturados (Demel y col. 1977; Bittman y col.
1984} . $in emparyo, Taraschi y Bubin (1985) consideran que el
aumento en el contenido de colesterol por la oxposicién al
etanol, no es una obsarvacien consistente, ya que las diferencias
pueden deberse en parte al procedimiento experimental, no se
emplean las mismas concentracicnes de atanol en los diferentes
tipos de exposicien, via de administracién, especies y perfodos

de la exposicién.
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Una explicacien alternativa es que el colesterol disminuye
las alteraciones en la fluidez membranal después de una continua
exposicion al etanol, peroc que los camblos ocurren no golo por
cantidad total de colesterol, sino también por la distribuecien

del colesterol en las monocapas exterior y citoplasmica.

En relacién al afecto agimétrico del etanol en las
membranas, Chabanel! y colaboradores (1985} encontraron en
membranas de eritrocitos expuestas al alcohol-bencilico un mayor
efecto rluidizante en la monocapa citoplasmica que en la monocapa
exterior. En membranas sinaptosomales de ratones expuestos
cronicamente al etanol, este no provoca alteracién en el
contenido total de colesterol, pero si diferencias en el

contenido de colestercl entre ambas mcnocapas (Wood y col., 1990).

Ademas la exposicién al etanol de las células WRL-68 causé
cambios en el patron de los fosfolipidos, como se observa en la
Tabla ¥I, este se caracterlzé por la disminucién en el porcentaje
de rosfatidilcolina y aumento en fosfatidiletanolamina en las
calulas expuestas al etanol. Estas modificaciones al patrén des
fosfolipidos no corresponds a lo que se ha reportadc en células
hapaticas (Polokoff y col. 19285), aunque esta rasén de
discrepancia puede estar basada en que la concentracién qua ellos

emplearon fue de 80 mM.
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Egtas alteraciones inducidas por el etanol se pueden
interpretar como el resultado de la disminucién en la sintesis da
togfatidilcolina o de la disminucién en 1la conversion de
fosfatidiletanolamina a fosfatidilcolina, por lo que seria

importante determinar cual de estas posibilidades es cierta,

As{ mismo, consideramos que la tendencia a la disminucion
del contenido total o individual de fosfolipidos puede deberse
a un fenémeno degenerativo membranal a traves del proceso de
lipoparoxidacién. Hemos observado que Jlas células WRL-68
expuestas al etanol siguiendo los mismos esquemas de tratamiento
muestran un aumento en el grade de lipoperoxidacién medido por la

produccién de malondialdehdido.

Podemes considerar que las alteraciones observadas en el
contenido de fosfolipidos después de la exposicién al atanol
pueden estar controladas por respuestas complejas de un variable
namero de sistemas enzimaticos y la renovacion metabolica de los

componentes lilpldicos individuales.

La adaptacién o tolerancla a la exposicién crénica al stanol
comprende una amplia variedad de eventos fisiolégicos. A nivel de
membranas plasmaticas que se manifiesta como una resistencia al
desordan molecular de los fosfolipidos por la adicien de etanol

in vitre (Chin y Goldstein. 1281; Taraschi y Rubin. 1985).
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Recientemente, sa ha encontrado que el fostfatidilinositol y
la fosfatidilserina pueden conferir la resistencia al descrden
provocado por el etanol JIn vitro en vesiculas reconstituidas de
fosfolipidos de membrana microsomal hepatica (Taraschi y col.

1986) .

La disminucién de fosfatidilinositol observada en las
celulas WRL-68 crecidas en el tratamiento agudo de etanol, paraece
estar relacionado con los reportes de Rubin y Hoek (l1986j; Rubin
y col (1988) quienes encontraron un aumento en la actividad de la
fosfolipasa C especifica para fosfoinositidos en hepatocitos

alislados de rata y plaquetas de humano expuestos al etanol.

Por otro lado, Stubbs y colaboradores (1968) reportaron que
las membranas microsomales de ratas expuestas crénicamente al
etanol desarrollan una resistencia a la hidrolisis por la

fosfolipasa A2 comparada con animales control.

Es diffci] relacionar las observaciones hechas por diversos
investigadores sobre este tépico con las nuestras, debido a los
diferentes protocolos, las variaclones en la via de
administracién, las concentracién, periodo de la exposicién al
etanol y las especies de animales utilizadas. Por ejemplo,
Polokoff y colaboradores (19685) reportan que las células de
hepatoma de Reuber H3S cultivadas en presencia de etanol (80 mM)

durante tres semanas, son mAs resistentes a las alteraciones por
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la adicién de etanol, una vez que las membranas han sido
aisladas. En nuestro estudio el tiampo de exposicién fua de 30
dfas y una concentracién de 100 mM, fueron requeridos para
conferir la resistencia a la modificacién en la fluidez cuando se

afiadié etancl a las membranas algladas.

La adaptacién de las membranas plasmaticas de las celulas
WRL-68 a la adicioén de aetanol [p vitre parecs involucrar cambios
en el contenido de colesterol y fosfolipidos, que es apoyado por
el hecho de que la relacién colaesterol:fosfolipido aumenté a
0.30 en la exposicién aguda en comparacién al 0.15 en las

membranas control.

Esto es contrario a lo propuesto por Taraschi y col (1985}
quienes no encontraron diferencias en el orden basal en
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina en microsomas de ratones
alcohelicos usando resonancia del espin electronico. Ademas
sugirieron que los camblos en el colestercl no son responcables
de la tolerancia en membranas mitocondriales y microsomales de

higado.

Nuestros resultados concuerdan con el concepto de adaptacién
o tolerancla, que se ha observado en las celulas aexpuestas
cronicamente al etancl, en el sentido que las modificaciones
lipidicas inducidas son necesarias para que las calulas puedan
llevar a cabo sus runciones dependientes de membrana plasmatica

aun en presencia del agente fluidizante (Goldstein y chin. 1981).
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El etanol también puede alterar selectivamente
microambientes en las proteinas integrales de membrana (Salesse y
col. 1982), modificando la conformacién o estructura secundaria
do las proteinas membranales. Por ejemplo, la actividad de las
enzimaz puede ser influenciada por la flulder membranal como en
1a 5'-nuFIeot1dasa (Dipple y col. 1942) y ATPasa Na-K (Sinensky y
col. 1979). Ambas responden de manera distinta a la presencla del
etanol, el aumento dependiente de etanol en la actividad de la
S'=-nucleotidasa en las células WRL-68, es similar al observado en
células cultivadas de glioma C6 (Syapin y col. 1980) y células de
hepatoma de Reuber H3S5 (Polokoff y col. 1985), pero opuesto a lo
encontrado en membrana plasmatica de higado de ratas alimentadas
con etanol! (Nishimura y Teschke, 1982). Estas alteraciones en la
funcionalidad de enzimas membranales pueden estar asociadas a la
composicien dal anillo lipidico, que pueda tener influencia sobre

la rigidez membranal.

La influoncia del etanol en la composicion y dinamica de las
membranas plasmaticas da celula‘a WRL-68 en ambos tipos de
exposicién, puede tener influencia en la transduccién de
informacién exterior-cltoplasma a través de receptores y estar
relaclonadas con cambios en la capacidad metabélica en presencia

de otros xenobioticos.
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X.

CONCLUSIONES

La exposicion cronica y aguda al etanol indujé cambios
en la composicidén lipidica de la mambrana plasmatica de

calulas WRL~68.

Se observd que en ambos tipogs de exposicion, hay una
tendencia a aumentar el contenido de colesterol en
comparacion a las membranas control, lo gque ocasiond una

alteracion en la relacion fosfolipidos:colesterol.

El etanol provocd diferentes efectos en la fluidez de
las membranas plasmaticas, ya que la exposicion aguda tuvo
un efecto rluidizante, mientras que la exposicien crénica no

5@ modifice.

Las membranas plasmiticas de ceélulas expuaestas
crénicamente resistieron el efacto fluidizante del
etanol in yitre, mientras que las rmembranas microsomales
provenientes del aismo tratamfento la adicidn del etancl
provoce el aumento en la fluildez, por lo que se consideramos
que el etanol tiene un efecto diferencial entre las

membranas celulares.
El uso de sondas fluorescentes (DPH) en nuestro estudio
nostré ser un meétodo dtil para conocer alteraciones en la

dinamica de las membranas plasmAticas de células hepaticas.
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La modificacién en el contenido de colesterol no
parece ser el wnico cambilo significativo para centrarrestar
el efecto fluidizante del etancl, como se ha referido en la
literatura, sino también la disminucién en el contenido de
fosfatidilcolina, fosfatidilinositol y aumente en

fosfatidiletanclamina.

Las alteraciones en composicién y dinamica en las
membranas plasmaticas al parecer influyeron en la actividad
de enzimas marcadoras; la ATPasa Na-K ¥y la 5°'-

nucleotidasa.
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