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L.a comprension humana no es
simple luz sino que recibe infusion
de la voluntad y los afectos;
de donde proceden ciencias que
pucden Hamuarse ** ciencias a discrecion
Por que ¢l hombre cree con mas
disposicion lo que preferiria
que fuera cierto. F.n consecuencia
rechaza cosas dificiles por impacicacia
enla silencia cosas,
por que reducen las esperanzas;:
lo miis profundo de la naturaleza,
la luz de la eapericacia,
por arrogancia y orpullo; cosas
no creidas cominmente, por deferenci
a la opinion del sulgo. Son pues

inumecrables los caminos, y a4 veces
imperceptibles, en quc los afecios
colorean e infectan {a comprension.,

Francis Bacon,
Noviams Organon
(1620)
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RODUCCION,

hepatocarcinoma s uno de los canceres que resultan mas comunes en ¢l

mundo. Su mncadencia (alrededor de un millon de nucyos casos cada afo en el mundo) va

cn aumento v la tasa de mortandad os clevada La umica teramia existente para este

padecimento ¢s fa crrupia, la cusl no pucde ser utihizada en todos los pacientes El etanol
e el tratamiento de quistes renales v hepancos La destruccion

al 95%0 ha sido utihzado ¢
de peguenios carcinomas hepatocelulares se ha JHevado a cabo por medio de inyecciones

intratumorales de ctanol una ves que se realiza una diseccion tumoral, va sea percutanca

O INFAORCTATIVGIMENTC, COMO WrapIa Jo apaso o terama presentiva para esitar la apancion
o, poesar de gue se reportaren casos gue Jograron sanar

de un sepundo tumor Sin b
aan no se conoce ! mecanismo que pernite ue ¢l ctanol fenpra oste cfecto como agente
erapeunico por 1o que el estudio en esta area representa un extenso campo de
imvestigacion (Frangotam, 19wes )

Orros trabajos reabizados han demostrado que ¢l ctanol disminuse la prohiferacion
de Tos hepatocitos tinto on culins ol como en higado en sepeneracron diichi v cols, 1988 ),
ademas de ser utihizado come apente terapeutico en el hepatovartinoma humano
(Frangowmamn . 1943 | Shina y cols (990

Por To antenor, este trabao de investigacion se cntowo en estudrar ¢l efecto de las

¢ despues de a angesta sobre o)

dos de etanol que Hepan o estar presentes on la sang
desarrollo de cetulas de hepatoma que ¢ desarrollan en hiquido de ascitis
ando oz s onoratas Wistar, una hnea Jde cchulas cancerosas

scinis penitoneal Bl ongen por

Esto se realizo props
de hepatoma AS-300) guo crece en hquido  de
transformacion con caramogenos quinticos v las caractenisticas de estas celulas se ha

reportado proviamente (Smmith v cols, 1970)
Los aspectos del metabohismo de estas celulas carcmogenicas relacionados con

este trabajo se descniben on el apartado sipurente

METABOLISMO DE LAS CELULAS TUMORALES

Las cclulas cancerosas han sido reportadas como altamente glucoliticas vy se
siguen realizando estudiros para ditucidar el papel de la gheolisis en la proliferacion de
células normales y cancerosas. Ha sido bien demostrado que las células cancerosas de
hepatoma de lento desarrotio muestran un indice bajo de gheolisis, mientras que las poco
diferenciadas de rnipido desarrollo presemtan un alto indice glucolitico. Ademas de un




incremento cn la capacidad para formar lactato en condiciones de hipoxia, unit propicdad
camcteristica de las celulas tumorales, las células tienen una alta capacidad de producer

lactato en presencia de oxigeno, s decrr gheolisis acrobia ( Warburg, 1956, Bisel v

cols, 1972)
La inhibicton de la pheohsis por el oxipeno se denomina etecto Pasteur. que ©s un
en presencia de oxigeno a las necesidades

mecanismo parit ajustas el consumo de gloco:

cnergéticas de Ta celula Un mol de glucosa, bajo condiciones ar
que se producen en condiciones

crobras, produce dos

moles notos de AT, comparado con los 38 moles
tanto, L tesprracion es ¢l mecanismo mias econonnco Jde smtesis de A TP
a que la produccion de pirusvato a partr de
cadena

aerobias, por lo
El concepto de la phcohisis acrobra sipinifs
la capacidad del aiclo de los acrdos tnicarboxibicos v de la

plucosa excede
resparatona, sin embargo, esto amphea que las celulas tumorales utihizan solo ¢l 5 %o de 1a
energin dispontble de la pglucosa,  desde ¢l punto de sista de los requennmientos
energéticos este ¢s un desperdicio de las fuentes enerpeticas por fas celulas tumorales
Una clevada ghoohas acrobm tambien se presenta en celulas de [a mucosa intestinal,
meédula renal, celulas retinales v celulas que han sido estimuladas por Ly hormaona del
un proceso umcee Jde las células

r osu oclevada capacidad de

crecmicnto ks probterar Bsto andica que no ¢

tumorales como fue propuesto por Warburg para esxpl
produccion de acido Lictivo (Warburg, 1956, Pedersen, 1978

LA PARTICIPACION DEL METABOLISMO DE LOS CARBOHRIDRATOS EN LAS

CELULAS EN PROLIFERACION Y FORMACION DE TUMORE

Como yvi s¢ mencwno. la aha capacaidad de reahizar gheohisis acrobia no esta
presente solo en cclulas tumorales sino tambren on cclulas proliferatiy as normales,

células quiescentes de retina, cclulas de meduola renal v entrocitos, la razon de este

no es el mismo para cada tipo de célula (Warburg, 1956, Rog

comportamicnto 5

cols, 1980)
En todas las células prohiferativas, ¢l lactato no es generado solo por la ghicohisss,

sino que también una gran cantrdad ¢s producido a partsr de la glutamina (Remtzer, v cols,
1980, McKechan, 1982 Lander-Horowitr, Ay cols 1969, Ziclhe v cols, 19706

La elevada formacion de Tactato en celulas prohiferativas pormales ¢ causado por
un incremento en la ghicoltsis v o glutammaohisis y no porque la oxidacion de prruvato se
vea disminuida Adicionalmente en celulas tumoraies decrece la oxadacion de priruvato,
lo que no es debida en su totihdad a una deficiencia de la mitocondria, sino a una



alterucion selectiva (Rogers v cols, 1980, Linder-Horowitz, v cols, 1969; Ziclke y cols,
1976, Krebs, v cols, 1972, Fodpe vy Rubin, 1975, Hornsby v Gill, 1981, Homsby, 1982,

Nakano v ¢cols 1982)
En todas las células en proliferacion los intermedianios glucoliticos se encuentran
v otras macr léculas

clevados y €stos se canalizan hacia la sintesis de DNA, pro
(Zielke v cols 1976, Hume y cols, 1978, Culvenor, v Werdemann, 1976, Eigenbrodt vy
Glossmann, 1980, Donncelly v SchetNer, 1976) Estos altos miveles de intermediarios
son causados por cambios en las actinvidades y afimdades de las enzimas gheoliticas s
glutarminoliticas por sus substratos, los cambios en estas ensimas en células proliferanvas
normales son reversibles v son consecuencra por cpemplo de una fosforducion, micniras
que en ceélulas tumorales estos cambros son de caracter irreversible, causados  por
induccion de soensimas que exhiben a prior: caraciernisticas  cinéticas diferentes
(Warburg, 1956, Linder-Horowitz v cols, 1969, Authal v cols, 1980, Preseh v cols, 1980,
Fister v cols. 1982, Saucr » cols, 19800 Mandel v cols, 1983 Bustamante » Pedersen,

tpenbrodt v cols, 1983, VanVeelen » cols, 1987)

1977, Bainer, vy cols, 1979,

Las células tumorales son diterentes i las celulas prohiferativas normales también
por su clevada glutaminolicasg, su clevada capacidad de sintesis de acrdos nuclecos » su
elevada sinmtesis hpidica, ademas de una capacidad disminutda en la oxdacion de
piruvato vy aceti]-CoA, una baja sensithihidad al oxigeno v un bajo requerimicento hormonal
pam su crecimiento (Warburg, 1956, Rogers v cols, 1980: Renzer v cols (1979, Weber,
1972, 1977, Scott ¥ cols 1979. Siperstein v Fagan, 1964, Sabine 1983, Engeser 198
Carroll ¥ cols, 1978, Arany v cols, 1981, Kennedy y cols, 1980, Karlberg v cols, 1981,

Goetz, 1975)

La induccion tumoral ¢s un proceso de muluples pasos, con la excepaion de las
transformaciones inducidas por virus Estos pasos estan presentes en tejidos con ausencia
ion como el higado, el cercbro v ¢l masculo En

o escasa capacidad de prolifera
hepatocitos, esta clevada potencia de proliferacion esta caractenzada por una alta
cantidad de cnzaimas converudoras de carbohidratos a acidos nucleicos y tosfoliptdos

Algunas causas que provocan la tnmortalizacton son presumiblemente  la reducida

-CoA, bya sensibihdad al oxigeno » un iacremento en la

oxidacion de piruvato v ace
velocidad de la ghicohisis La transformacion metabolica es debida principalmente al bajo
requertmiento hormonal necesarno para su crecumento, al grado de que la maligmdad se
ha definido por este pobre requenimiento hormonal para ¢l crecimiento, por una clevada
la alta capactdad de sintesis de acidos
1980 . Saucr y cols, 1980,
Karlberg v cols, 1981:

glicolisis acrobica, una alta giutaminolisis y
nucleicos v lipidos (Bassell v cols, 1972, Reitzer ¥ cols,
Weber, 1972, 1977, Carroll » cols, 1978, Kennedy » cols, 1980,



Goetz, 1975, Papamathcakis ¥ Marciani, 1979, Hanafusa ¥ cols, 1977; Hunter y Schion,
1980; Farber, 1984, Schultc-Hermann, 1981, Beatty y Reed, 1980, Lazo ¥ Sols, 1980,
Hepp, 1966, Darfler, 1983, Gregory, 1976, 1977, Wenner y Tomer, 1981. Ossoswski
Reich, 1980, Kaplan vy  Ouzzane, 1983 Burk, 1967, Kovacevic y Moms, 1972,

Scott,1979.)

GrLICOLISIS

consecuencia_de la

Alteracion del control_de la_ghcol
indugcion de isocnzimas con cam

Sc¢ ha sugenido que la ala gheohsis acrobia en celulas tumorales puede ser
atnbuida pancipaimente a cambios en las isocnzimas de la hexocinasa en ¢l punto imcal
de la via glucolitica v la prruvato cinasa al inal de ésta (Figenbrodt et al. 1981)

Las isocnzumas catalizan la misma reaccion pero Jdificren estructuralmente v, en
sus metabolitos bn el efecto Pasteur o inhsbicion Je ia

todos los casos. en la respuce a

glicohisis por oxigeno se ha consderndo que la modulacion metabolica de la acuvidad de
la hexocinasa, fosfofructocinasa v prruvato cinasa pucde ser necesana Asi. una simple
explicacion del fenomeno de la alta gheolsis scrobia pucde basarse en que los
stan selectivamente alierados en estas celulas, por la

mecanismos regulatonos usuales,
induccion dc 1socnzimas que responden de diferente forma a los metabolitos Hay

algunas obseraciones que soportan osta hipotests

Todos los tpas de células con alta ghicobisis acrobia, como las de

1 Hexocinasa
de  hexocinasa

retina, renales, de medula v las tumorales tienen un upo  especial
mitocondnal (tipo 1) la cual no es inhibida por concentraciones de GO6P menores de
0.6mM ¥ ¢sta os regulada por los niveles de GLoBP (a diferencia de otras 1soenzimas de
hexocinasa) Todas las celulas tursorales que han sido probadas (ceélulas de hepatoma H-

91, fibroblastos de crnbrnion de pollo tmnsformados con la cadena de Schmidt-Ruppin del
lich v Iinfacttos lcucémicos)

virus del sarcoma de Rous, celulas tumorales en ascius de
contienen una alta cantidad de esta forma especial de hexocinasa en comparacion de las
células normales de las cuales se denvan (Bustamante y Pedersen, 1977, Baitner y cols

1979; Singh y cols 1978)



ra un papel central en la regulacion de la

2. Fosfofructocinasa Aunque esta chaima juc)
glicolises  por ¢l oxigeno, ninguna 1socnzima caracteristica es  expresada en céluins con

una alta ghcohsis acrobia Debrdo a que las tres isocnzimas de la fosfofructocinasa ticnen
caractensticas cinéncas sumbares (inhibicion de ATP, activacién de la F1-6DP y

activacion de AMPY, todas ellas permiten el mismo indice de gheolisis acrobia (Kahn v
cols 1980, Bruni v cols 1U83)

3.. Pirusvato ctnasa Todas las celulas con una clevada prheolisis acrobia contienen una
Ia cual ticne una baja afimdad por el

forma de¢  piruvato Cinasa (apo N2,

fosfoenolprrusato v sutre una fuerte mhibicion por la alanina con respecio a otras

1soenzimas Esta soenzaimi puede ser fosforidada ¢ inacuvada iz vive © i viro por
Rajo crertas condicrones de cultivo {con

cinasas de proteinas mdependientes de ANMPe
menos de 100 pM de glucosa o con fructuosa) la soenzama M2 de la piruvato cinasa

puede estar funcionalmente mactiva en cclulas proliferativas o tumorales ( Thsen v cols,

1982 Schertng » cols, 1982 Fister v cols, 1983

GLUTAMINOLISIS

ir_de gl

Pr c_ lagto_a_ pul

Bajo condiciones de imitacion de carbohtdratos toda la produccion de lactato es
denvada de la glutamina La comersion de plutismina a lactato es catalizada por siete
enzimas, cinco de las cuales pertene ciclo de tos acidos tnicarboxilicos Tres de
¢stas catalizan reaccrones irreversibles bajo condiciones tistologicas (MceKechan, 1982)

en al

1. La glutaminasa que cataliza la reaccion en celulas proliterativas normales v tumorales
es activada fuertemente por tostato, on contraste con la isoensima encontrada en células
de otraos tejidos, con excepaton de riton (Linder v cols, 1969, Regan v cols 1973, Ardaws

v Newsholme, 1982 )

celulas tumorales v proliferativas
lo cual ticne
la sintesis de

2. La enzama malica que cataliza la reaccron en
normales esta localizada intranutocondrialmente v unliza NAD o NADP,
implicacion ¢n lu generacion de equividentes reductores necesarios para

lipidos Esta capactdad para usar NAD es diferente a la de otras isocnzimas existenles en



mamiferos Ademas, la enzima milica dependiente de NAD ¢yeree efectos de regulacion
Esta enzima os avos ada sdemas por mictabolitos como succmata,

sobre la glutaminolis
fumarato ¢ 1socitrato (NMcKechan, TUSY)

Interaceson de fa plutiwsminebac vy de La prdic ol aerobim
s celulares

A concentraciones clovadas Jde glucosa 03 mA D la mayoria de las hin
tumorales mewbolizan mas male Je chicosa que de caaslguier otrg molecale organica
disponeble Alrededor det 8070 de Lo placosa os convertida o factato, mrentras Gue un 10%,
es oxrdadia por aiclo Jde Krebs A posar de este alto andice plicolitico cen condicrones Jde

S de L ener g do as celulie on prodacidis por gheolias,

SmM de ptecosas soelo ol

by clutaptinalises y

40% provienc de b de la ovidacion de paroavii v acidos

chertia en

o

slutaming e- la

s Reintrer v oo
o Fattehios Jde cotulas mutantes que
capurc dad

prncipal tuente o

thacosa T
Poxe Nichechan, iwsT

Despues de da g

< luias Tumorn

proliferatin as nonmales
T

Tander-Horonats Sy cois Funy Ziclhe v cols,

desnintas dusones on b
han mostrado gue o

USPIESTOTIA v por fanto urnta

requernmento total de eneria celular
mutantes

prosentan cuddon

heolinea Lotos
vode aspartate Por

glutaminobhitrca inasfoecaads

salamentc veloondad

pucde  sansfacerse duphicando  ta
muestran una alta Jependencia de plocosa extracetalar de Coos B0
Lo tanto, en celulas profucratinas normales, o plutamnoliss oy andispensable para Lo
producaion de cnerpta, pora ne parit un proceso anabehoo como g producaon de
aspartato (Donnelly v Schetfler, TuTon. Ziethe » cols 1981
COoNCenNtriacrones

shuyamina

de plucosis oS N g Sa uihTy
(S mN oresuha en el

Fodo el lactato

Tambicn la reduccion en las
alta v constante de

manteniendo una concentracron

bloqueo wtal de Ta tarmacion de parusato s factato i partr Jde plucosa
formado bato estas condiciones <o deriva de Ta glutamima v el 90°, de este requenmicnto
energetico so o satistice por glutannnohises . Baja ostas condiciones ¢ carbono de los
carbohidratos ~olo sc Jdetecta on nucleotidos, amimoacidos v en madromoleculas como
RNA, DNA, fustoipidos, proteinas v carbohidratos complejos La concentracion de
glucosa gue imduce la mitad de Laainhihicion maxima de Ja onidacion de la glutanuna es
1gual 2 la concentracion de glucosa necesana para la mitad de Ly mavima produccion de

ia owmidacron de da plutamina es

l:sta repulacion reciproca de la

lactato acrobio sty obwernvacron sugtere que
principalmente regulada por la produccion de energrs
ghicohsis v glutaminobsis ha sido encontrada conttnuamente en sistemas o1 virre de
células ammales » no ha stdo encontrada ninguna excepeion gue dependa del ttempo de




cultivo, del estado de proliferacion o Jde la transformacion (Sumblla v cols, 1981

Renner y cols, 1972
Lo anternor sugere que s ce suple una tuente de bono, por ejemplo ctanol,

la glucosa presente podria solo

cuye metabolismo este restnngido & Proparconar energ
ser utibrzada con tines brovnteticos, dentro de L via de las pontosas para ja sintesrs de
a {a sintesis de

Wos nucdaicos o de equnalentes reductores pa

Azucates precunores Jde
hpidos incluso pae la produccecion de acets]-C oA en un exceso tal que permmita fa sintesrs

de acrdos grasos

el

alutaminohos vy de Ja pgheohss acrebia en da tormacion de_c

Pasthie funcion d

La hmitacion en L viucosa extracelutar o su substitucion con otras hexosas resulta

e nto proporcional en

en una marcada reduccron en la formacion de lactate sin un Jde
fa velocrdad de proliferacion | atosy otros estudios no concuerdan on Ly hypotesas de que
para la prohferacion ceiular se necesita un alto ujo de carbono en fa transtformacion Je
Jucosa se e

glucosa a lactito Sin ombargo, la formacion Jde lactato a partir de
fuertemente clevada despues Jde fa ostimulacion proliterativa Jde celulas en reposo v,
Ia manoria de las hacas de celulas tumorales muestran una buena correlacion
N1 obren ol alto thao a traves de la

ademas.
entre fa gheolists acrobrs v la mahigmidad de! tumor

gheohists no aparece como o} unmico prerrequisito para ia prolcraoon cebular tFodge »

Rubin, 1975, Renizer y cols, 1979 Renner s cols, 1972

Se ha reportado que la estmulacion de colulas tumorales con sucro tetal de
bovino aumenta la produccion de factato a partic Jde ylutamina, adoemas de que exaste una
correlacron de las actividades de la plutarmmasa v Ta enzima ndica dependienie de NAD
snnento tamaral La corrclacion entre 1a actividad de

los hepatamas mediada por da

adoe de cre

con la vefocidad v ¢l
las glutaminasas mitocondnales s o maligrdad de

istadas do tumor sugicren que la

resprracion Jdependiente de glutaming en mitovondrias
glutamima puede ser un tmportante combustible para ta respiracion de celulas tumorale

thander v cols, 1969 Sauer y cols, 1980
Se ha sefalado que un tactor en comun entre las celulas proliteratis as noanales »
na producida por la phicobisis: s es que la

las tumorales es que pueden contar con la ener,
glutamina <« ve hmitada. o bien, ubhizar energia produaida por glutaminohsis sy los
carbohidratos son los que estan mitados . Sin embargo. existen diferencias importantes

entre ambos pos de células Las cdétulas prohiferativas normales aumentan {a glicolisis ¥



nte cuando s¢ han esttmulado con suero fetal de bovino para su

la gl Blisis U
crecimiento. las células tumorales mantienen constitutisamente una alta glicolisis y
glutamindlisis. Otra diferencia es que en células prohiferativas normales, fa estimulacton
hsis son fuer reducidas

de la actividad de las enzimas v la veloaidad de la g
por altos niveles de oxigeno, mientras que cn la glicolisis las células tumorales son
insensibles al efecto de alss concentraciones de oxigeno (Fodge y Rubin 1975, Carroll y

cols, 1978, Arany y cols, 1981])

OXIDACION DE PIRUVATO

el piruvato vy la glutaminolisis

Interaccion de la oxidacion

En ceélulas tumorales. se ha obsenado quc la v
inversamente proporcional a la suma de encrgia proveniente de la glicdlisis y de la
Algunas lincas celulares y tumorales usan preferentemente

locidad de gl indlisis es

oxidacion dci piruvato
glutamina sobre piruvato, este - fenomeno ha conducido a las siguientes hipotesis
(Homsby, 1981, 1982) :

1 - Un deteeto general
bloquear la oxidacion del prruvato,
caractenstica detectuosa en la funcion muitocondnal Jde la célula tumoral {Pedersen, 1978,

en la cadena resprratona en las cetulas tumorales pudier
sin embargo, no se ha cncontrado alpuna

Lopez-Gomers et al, 1993
2.- Un daio en ¢l sistema de lanzadera de equivalentes reductores v carbonos de

carbohidratos desde le citosol hacia la mitocondria Fn reahidad, se pudo demostrar que la
lanzadera del gheerol fosfato estaba ausente en algunas lineas de cdlulas tumorales y
algunos tipos de cclulas proliferativas normales, pero la capacitdad de las lanzaderas de
malato-aspartato y malato-citrato pucden ser lo suficientemente grandes paria permutr la

oxidacion del prruvato (Greenhouse ¥ Lehminger, 1976, Lopes-Alarcon y cols, 1979,

Eboh y Galeotni, 1981 )

3 - L.a baja velocidad de la oxidacion del piruvato puede deberse al hecho de que
una 1socnzima especial de la piruvato deshidrogenasa exista en las celulas tumorales
Experimentos recientes indican que. en adicion a la oxidacion del piruvato, {a conversion
de acetil-CoA a oxoglutarato ocurte en baja proporcion cn las celulas tumorales. Esto
quicre decir que los acidos grasos o ¢l acetoacetato que son comertidos a acetil-CoA sin
hidrogenasa. pueden ser oxidados lentamente en células

las reaccion de la piruvato de
proliferativas normales. mrentras que en celulas temorales no ocurre la oxidacron.



Investigaciones sistematicas con cclulas adrenocorticales pr on una dismi ién cn
fa oxidacion de¢ piruvato 3y un incremento simultanco en la resprracion con glutamina

causado por una inhibicion de la piruvato ¢ 1socitmto deshidrogenasa (Homsby v Gill,
1981; Homsby, 1982; L.azo y Sols, 1980; Sumbtila y cols, 1981, Stanist y cols 1983.)

TRANSHIDROGENACION

Krebs ¥ Veech (83) scialan que la relacion entre os estados redox de NAD y

NADP en células de mamiferos puede estar relacionada a los niveles de sustrato de
deshidrogenasa  dependientes de NAID vy NADP interrelacionados por  reactivos
compartidos. La coordinacion de ¢éstos sistemas de interrelacion entre deshidrogenasas v

en particular de transhidrogenasas relacionadas energeticamente han sido materia de
controversia. Lo fundamental de este argumento son los estados redox Jde NAD y NADP

mitocondrial ¢ vive
La mayorna de las reacciones sirnenicas de las celulas de mamitero nenen fugar en
Jde  a tmanshidrogenasas eacluye  la

focatizacion muamitocondrial
mecanismos de

el citosol La
anabolico en ¢l crtosol  Los

participacion directa de este proceso
lanzadera son requendos para permmitir la anteraccion Jde las reaccoones dependientes de
tocalizados entre {os medios ntra v extra nunocondnal
mapel de las trmanshidrogenasas es altamente
NADP Dnersos

nucleotidos de nicotinamida

(Borst, 19631 En prmera anstancia el
reconocido en la reacciones antrumitocondriales dependientes de
estudios con mitocondrias msladas han tundarmentado lo anterior en lo que se refiere a las
reacciones mitocondnales  de monosigenacion s al metabolismo  del asocritrato

glutamato
Estos estudios cenfanzan prncipalmente ¢l papel de
transhidrogenasa en el abastecumiento de equinalentes reductores a expensas de energia

la encrgia higada a la

Otros autores (Aitchell v cols 1966) refacionan a dicha enzima como un componentc de

un cuarto sitio de acoplamicento en la cadena resprratorta, ya que. cuando [a reduccion de
NAD s catalizada a expensas de NADPH, csta enzima puede conducir a una
translocacion de 1ones H' (Skulavches, 1971) v sintesis de ATP (Van Jde Stadt v cols

1971.) Lo cual sugiecre que la generacion de NADH en ¢l metabolismo del etanol no
tendna una 1intTuencia estimulatona directa sobre [a sintesis de NADPH v, por lo tanto, en
los procesos anabolicos que se llevan a cabo en el e1tosol de las células tumorales.



ANOL.

METABOLISMO DEI.

El etanol ingendo oradmente se absorbe pnmapualmente en ¢l intestino por
difusion simple en funcion del gradiente de concentracion v del arca dispomible para que
sc realice estec evento Varnos factores van a influir sobre Ja absorcion, ¢l mas impornantc
es la presencia de alimentos on ¢l estomago, va Qque su presencra tiende o diluir al ctanol,
retrasa €l vaciamiento gastrico » pospone In absorcion del alcohol hasita el intestino
delgado Altas concentraciones de ctanol en cl tracto pastroimntestinal representan un
mayor gradicnte de concentracion  que accleran la yvelocidad de ingreso del ctanol en el
organismo hasta que sy concentracion entre la sanpre v el tracto gastrontestinal se
equilibra E2n vista de que ©f ctanol es raprdamente metabolizado v distnburdo por todo el
cuerpo, se¢ logra manicner un cierto pradiente que permite que todo el alcohol sca
eventualmente absorbido desde el intestino (Ahmed, 1995

Una vez que el etanod Tega a la sangre, este os distnbuido a otros com partimentos
del cuerpo a una velocidad proporcional 4l Mujo saguneo vy de manera semejante al agua
srehro recibe una gran cantdad del fluyo sanguineo, fuertes

raprlamentc a  este organce (Ahmed. 1995

corporal Debido a que el ¢

concentraciones  dJde ctanol  legan

Aproximadamente o} Q0% do fa chiminesion del etanol ocurte a truves del metabolismo

hepatico. Bl aire expirado conticne ctanol en proparcion a la preston de vapor de esta
sustancia (33 9 mmlbip a 20 "C v oa o emperatura corporal La relacion del alcohol
exhalado v ded que se encuentra en lax sanpre es de 1 2100

La secucncia metabolica se miaia con L transformacion Jdel ctanol a acetaldehido
por la alcohol deshidrogenasa (ADIH) v entonces es oxidado a acetato por la enzaima
aldechido destudrogenasa (ALDHG Bl acctato es entonces oxidado a €O v H.O
primordialmente (Ahmed, 1995)

Tanto la ADDH como [a ALDH son enzimas dependientes de NAD, con un mol de

ctanol como sustrato se producen un mol de acctato y dos moles de NADHEL. Entonces,

para que pueda contmuar la osidacion ded ctanel, se debe remover el acetaldehido asi

como recoxidar ¢] NADH Las mitocondrias del higado poseen una forma eficiente de

ALDH que remueve el acctaldehido Por lo tanto, gran parnte de éste es utihizado con fincs

encrpéticaos I NADH es reoxiditdo a NAID por la conversion de metabolitos reducidos

transportados por la mitconaria o por la ttervencion de NADP v FAD que son cofactores
crosomico oxidante

que participan junto a otros dos sistemas cnzimaticos, ¢l sistema my

del etanol y la aldchido oxtdasa t Ahmed, 1995) .
El promedio de la veloadad del metabolhismo del etanol por individuos no

alcoholicos es de 100mp'Ky de pesohora 0 7g hora en una persona de 70 Kg de peso



1
{

Los alcohdlicos mectabolizan ¢l etanol 4 mayores velocidades ( aprox ¢l doble dc 1a
velocidad normal) debido a la induccion que ya presenta la ADH o la oxidasa entocromo
P-150. Este Gltimo es otro sistema (ue cataliza el metabohsmo del etanol en ¢! higado
aunjue en forma sccundaria Este sistema ha sido tlamado sistema microsomico oxidante

del etanol (MEOS) v convierte el ctanol a accetaldehido  Este sistema enzimauco, sin

embargo es inducido por prolongados penodos de exposicion al etano!l Durante la
oxidacion de ctanot por este sistema la relacion NADH NAD no se incrementa  Ahmed,
1995)

Poco se¢ conoce del metabolismo del ctanol cuando este ingresa al

arganismo a
nivel intrapentoneal

Este modelo de admimistracion se utilizo, va que necesitabamos
asegurar que ¢l ctanol estubicrm en contacto con

las celulas de hepatoma gue cstan en la
cavidad pcntoneal

De tal forma, que algunos de los eventos metabolicos descntos
previamente podrian ocurnr en forma distinta, por lo que en esta tests se determinaron
algunos pardmetros cn este sentido

Con los antecedenies expuestos antenormente nos propusimos los siguientes
hipotesis y objetivo general con los correspondientes particulares



HIPOTESIS

El ctanol es capasz de atectar ¢l desarrollo del hepatoma AS30D, particularmente a nivel

metabolico

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Si el efecto del cranol sobre las eclulas de hepatoma AS30D ocurre a nivel
a

metabolico y sabtendo de antemano que estas cclulas obticnen su encrgfa en un SO
apartir de la ghcoalisis, en un 40%0 a partir de la glutaminolisis v ¢n un 10%% a Ia oxidacién
del piruvato, el etano! podria competir con todas las anterniores como fuente de energia,

por el siguiente mecanismo

AN el B
Etanol—»Acetaldehido —» Acetato - HS-CoA—rAceul-CoA —>» Ciclo de Krebs
NAD Nt
i
Tonmbedrwenam

. s de ac grasos

Sape - vanenoon

cr en la disporubilidad de glucosa o

De scr asi, podria o ar un
glutamina para vias biosintéticas ¢ incrementar la velocidad de desarrotllo del hepatoma.

O por otro lado, la modtficacion de cquivalentes reductores, debido al incremento en la
actividad de la enzima Alcohol Deshidrogenasa dependendicnte de NAD, aumentaria la
cantidad de NADH disminuyendo la gheobisis En este senttdo una transhidrogenacion
podna tener las funciones de reoxidar ¢l NADH a expensas de NADP v podria disminutr
la actividad de ta via de las pentosas por la presencia de altos niveles de NADPH, lo cual
podria verse retlejado en disrminucion del desarrollo del hepatoma

Una postbilidad alterna es que ¢l etanol estubsera funcionando como un clemento
toxico, caparz de productr deshidratacton en las celulas de hepatoma que estarian cn
contacto mas directo con el agente dada Ia forma como se administro el etanol



OBIETIVO GENERAL

Estudiar s el etanol afectaba el desarrollo del hepatoma AS30D y si ésto ocurria a

nivel metabolico

OBJETIVOS PARTICULARES

Tras exponer a las ratas moculadas o no con el hepatoma (scgun cf caso) a las
diferentes dosis de ctanol (17,86, 310 uM) inyectado intraperitoncalmente,

- medir ¢l efecto sobre la densidad celular del hepatoma
- medir la actividad de la alcohol deshidrogenasa (ADIH) en hepatoma ¢ higado.
-~ medtr ¢l cambio en los equivalentes reductores (NADIH/NAD, NADPH/NADP).

- medir la concentracron de etanol en el hepatoma y en el higado al tiempo de

sacrificio de¢ las ratas
- realizar un simograma de la actividad de la ADH en ¢l higado y hepatoma.



METODOILOGIA.

PROPAGACION D HEPATONMA

El hepatoma se propage por la noculacion intrapernitoncal (1p) de 1.5 ml de
liquido de ascitis recien obtenido en ratas Wastar de aproximadamente 250 g, Dejandolo

desarrollar durante 7 dias, ver Lopes-Gomezy cols (1993

ESQUEMA_DE ARMINISTRACION DE ETANOL

l.as ratas fucron mmyectadas ip con 17, 86 v 310 pmoles de ctano! disucltos en
. después de haber sido

solucion salina isotontca (SSI), aprox 20ul, a las 48, 96 v 120 hs
T.as células se colectaron a los 7 dias de desarrollo del

inoculadas con el hepatoma
hepatoma

LANMADO D

Sec tomaron Sml! de liquido de asciis -
durante | mun Se decunto ¢l sobrenadante s se repitio el provedimiento dos veces mas
Al boton se le adicionaron S mi de BSA al 10%s v 10 ml de SST vy <e centrifugo a

271 x g por 1 imin Kl boton se separo por decantacion, se le hizo otro lavado s finalmente

15ml de SSIy se centnifuparon a 271 x o

se resuspendio en ¢l mismo medio anterior
El numero celular se detenmino por conteo en un hemocnometro y la viabilidad se

sverifico por la exclusion de azul de tnpano Se tomaron 10 ul de celulas, 10ul de azul
1 as cclulas viables tienen una apancencta brrrefnngente

tripano ¥ s¢ Hevo a 1| m con 581
¥ no se tifen de azul

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE 1A ADH

La dcterrminacion de fa actividad se reahize como lo describen Vallee y Hoch
(1955) con algunas modificaciones, como s¢ descnibe a continuacion  la reaccion que
permitio determinar la acuvidad enzimatica fue como sigue:

ADH
Etanol - NAD® <°—" acectato + NADH ~H"
ADH=Alcohol deshidrogenasa




Se colocad en la celda de reaccion buffer de prrotostatos 20 mM pH 8 8, ctanol 0.4
M, BSA al 0. 1% ¥ 10 pul del extracto ecnsmatco de hepatoma o de higado, (entre 13
my/mli). Para iniciar la reaccion se agrepo NAD 10 mM y la generacion de NADH - H™

se siguiod a 340 nm

OBTENCION DF

IRACTO ENZIMATICO DEL HEPATOMA

En un tube se pusicron aproximadamente 6 25 x 108 cclulas del hepatoma, se
lavaron como sc descnbio anteniormente, se les adiciona triton a una concentracion final

del 125, se agitaron en vortex por algunos sepundos v se dejaron reposar en hielo durante
IS5 min. Despudés, se centntugo a 12,000 x ¢ durante 5 min. En ¢l sobrenadante se
encontro la actividad enzimatica Jde la ADH v se determino la cantidad de proteina por el

mdtodo de Lowry v cols (1951)

CTO ENZIMATICO DEL HIGADO

QBTENCION DEI EXTRACT

Se tomo un fragmento de hagado, aprox 1 g, al cual sc e realizaron tres lavados
1%a. Se

con SSI, sc homogeneso » se le adiciono tnton a una concentracion final del
agité en vortex algunos sepundos v se dejo reposar en hiclo durante 15 min Después, se
centnifugo o 12,000 x ¢ durante S min v se detenmino la actividad enzimatica de ADH en

el sobrenadante

PREPARACION DE LASNIUE

NAD, NADH Y NADP

TRAS PARA LA DETERMINACION DE - ETANOIL

10" células y  se les adicrono acido

Se¢ tomaron aproximadamente 625 x
. st incubaron cn hiclo por 10

perclérico para obtener una concentracion final del 5%o
minutos. S¢ adicrono indicador umversal v se neutralizo el pli con una solucion 2M de

hidroxido de potasio Se centrifugo la muestra a 12,000 x ¢ duraite 5 muin para eliminar

macromoléculas y la sal formada durante la neutralizacion.

DETERMINACION DF ETANOIL

La [ctanol] se midio en el hgqudo de ascitis o en ¢l higado de un lote de ratas,
despu¢s de haber sido invectadas con correspondiente a

310 pmoles de etanol,
25nmoles/ 10" celulas, a las 48, 96 v 144 horas despuds de haber inoculado al hepatoma.



La detcrminacion se realizo scgun lo deserito por Hans y Beutler (1985), como s
indica a continuacion,
La reaccion que nos permitio medir la concentracion de Etanol ¢s como sigue:
ADH
Eianol + NAD® T—+ acctato ~ NADH ~H~
En la cubeta de reaccion se adiciono buffer de fosfatos (pH{=9) 114 mM, NAD

1.86mM, 30pi de la muestra v para iniciar Ia reaccion ADH 68 U/mi.

DRETERMINACION DE PIRUVAT(

La determinacion de piruvato se realizé como lo descnben Lamprecht y Heinz

(1985), segun se detalla a continuacion
L.a reaccion gue permitio medir la concentrac1on de Piruvato fue como sigue:
[REIT

Piruvato - NADH ~H™ === Lactato = NAD
LDH - lactato deshidrogenasa

La reaccion se Hevo a cabo a una temperatura constante de 25°C. Se adicionaron
en la cubcta de reaccion 500 ul de muestra neutrabizada, NADH 0.23 mM, EDTA 23 M
y se levo con agua hasta 1 mi. La reaccion se¢ inicio ¢con [LDH 19 Umi y Ia cinética de la

reaccton se siguro a 340nm

DETERMINACION DE LACTATO

Se determing como lo desenben Guttrnan y Wahlefeld (1974).

La reaccidn que perminé medir la concentracion de NADH ~ H” fue como

sigue:
LDH
Lactato ~ NAD ——« Piruvato + NADH ~ H*

Se adicionaron en la cubcta de reaccion NAD 3 mM, 67 ul dc la muestra
neutralizada y sc¢ Ileva hasta ! ml con bufTer hidrazina/glicina (0.4 M de hidrazina; 0.5M



de glicina pH 9.0). La reaccién sc inicié con LD 19 U/ml.. La cindtica de la reaccion se
llevé a cabo a 340 nm.
I :NADP

Se realizé como lo describe Klcinberg ( 1985)
La reaccidn que permitié medir Ia concentracion de NADP fuc como sigue:

GopP-DH
Glucosa-6-P + NADP 2———C gluconato-6-F + NADPH ~ I{*
G6P-Di~ glucosa 6 fosfato deshidrogenasa

En Ia cubeta de reaccion se adictoné 1 mi de la muestra, MgSOy 5mM, Glucosa
6-P SmM y la reaccion sc micto con la adicion de 5.6 U'ml de G6P-DH. La cindtica de

reaccidn se siguio a 330nm

DRETERMINACION DE NADPH

La medicion de NADPH se realizo como lo desenbe Klinebery (1985) Para la
preparacion de las muestms se tomaron 6 25 x 108 células |, se agrego una solucion de
IN  Pama

para romper Jas celulas v se neutralizé con HC!

O 3Nt
una solucion saturada de sulfato de amonio

KOH en etanol

precipitar ¢l cromogeno se uthezo
Finalmente se centrifupo para elmminar las macromoléculas a [, 000 x & durante 10 min

La reaccion que penmitio medir la cantidad de NADPH fue como sigue:

GDi
glutamato~H20+«NADP«

2-oxoglutarato - NH,* » NADPH ==
GDH=glutamato deshidrogenasa

En la cubeta de reaccion se adiciono 1ml de 1a muestra, 2-oxoglutarato 2.5 mM y

NH,” $ m M La rcaccion se tnicia con GDH 1.2 Usmi

SEMIPURIFICACION DE LA ENZINA ADH

La muestra se trato con triton al 1%, se calento a 52 °C por 15 minutos, sc enfrio a
temperatura ambiente y se centrifugo a 1500 x g durante 5 min. El sobrenadante se filtré
y al filtrado se lc anadieron 349 g de NHSOI, dcjando reposar durante 30 munutos y se
centrifugsd a 1,500 x ¢ Jurante S min El sobrenadante se filtrd nuevamente y al filtrado se

17



fc anadicron 208 i1 de NH,SOLL dejando reposar por 30 minutos, sc centrifugd por
Gltima vez, se decanto y se resuspendio la pasnlla en la menor cantidad posible de buffer

de fosfatos pH -7 10mM con gheerol al 10%
La muestra sc preparo por dilucion de 25ug det extracto obtenido en 10ul. de una

solucion de sacarosa saturada contermendo azul de bromocresol

GEL NATIVO

Las soluciones para ¢l gel nativo de acnlamida se prepararon como lo describen

Chrambach ¥ Rodbard (1971) FI gel se formo con un gradiente del 5 al 78 % de

acrilamida
Sc cornieron la muestras con 25 pg de proteina, obtemidos de la precipitacion

parcial de la ADH, por carnl con buffer de corrntda de tns-ghema pH - 8.89 en ja camara
superior ¥ tris-HCI pH =« 7 37 en la cantara mfenor v se aphico una cormente de 15 mA.
Finalmente una pafte del gel se revelo con arzul de coomasie para determanar
bandas de proteina entre las cuales esta la ADH » ora pane del gel se resvelo con BufTer
tnis pH=7 5, alcohol 001°%,, NAD 0D1%., PMSF 002 mAM » NBT 0005 % para

determinar la posicion ¢n que mmgra la ADH en estos geles



RESULTADOS OBTENIDOS

Cantidad de ETOH

1 estudiar los efectos del enol sobre

Los modelos utlizados a la techa pa
diferentes parametros en fas ratas, consideran el angreso de este agente por via oral No
nol estubicra

lo que interesaba era gque el ¢

obstante en ¢l modelo utihizado en esta tes
en contacto con las células del hepatoma a la mavor concentracion que tucra posible Dado
que las celulas crecen en higquido de ascitis en la casidad peritoneal, la inveccron de
310umoles de ctanol en este caso se realizo en dicha cavidad, tal como se descenbia en fa
seccion de metodos. posterntormente se determino el cianol gue estana prosente en el
liquido ¥ en ¢l higado de ta misma rata al momento en que se sacnticaron los animales

En da tig 1 se observi que aun despues de 24 hy de fa ultima imveccion de etanol
habia una concentracion de O 73 pmoles de IO 107 de celulas de hepatoma v 1 443
nmoles de ETOH 107 de hepatocstos, 1o que sugere que aunque ol ETOH pueda ser

absorbido por los organos crbebidos en el peritonco, la reaborcion debe ser fenta

Densidad celular

El primer objetivo Jde este trabaje fue determinar s existe efecto del ctanol sobre la
n el liqudo de

densidad celular Enla fig 2 se observa of numcero de células de hepatoma
8
09510

<
entado como 100%6 v gque corresponde a 1S 28

ascitis | el cual es  repre
células'rata,

Al comparar este valor con ¢l numero de celulas alcanzado en el liquido de ascitis
de las ratas expuestas a 17, 86 v 310 pmoles de ctanol, se observo una disminucion de 17,
9 ¥ 35 %a respectivamente, lo que sugiere gue ¢l ctanol produce un efecto de deleterco en el
desarrollo del hepatoma, gque se ve mas acentuado cuando se utthzan 310 pmoles de etanol.



nmol ETOl/ l06cclulas

Higado Ascitis
ETOH 310umol  ETOH 310umol
n=9 n=9

ado y» cn Hepatoma al tiempo de sacrificio Se adminestro una

Figura 1. [ETOH] en Hi
dosis de 3110 amoies de ETOH rata cada 48, Yo v 144 h despuds de tnoculado el hepatoma;

fas ratas sc¢ sacnficaron a las 168 h v s¢ cuanutico ¢l ETOH en el liquido de ascitis o en el
homogenado de higado. por medro de la A como se deseribe en metodos. Para
normalizar los valores v hacerlos comparatnos entre fos dos sistemas, se considero que
10" celulas se encuentran suspendidas en 40ul de hquido de ascitis v tambeén se hizo 1a

equivalencia de que | ¢ de higado = 120 X 107 células
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Figura 2. Efccto del ctanol sobre la densidad celulur del hepatoma. Cada barra

representa la X 2 ES con respecto al control el cual fue de 1525+ 095 x 109 células/rata).
Los tratamientos fueron de 17, K6 0 310 pmoles de ETOH via I P, a las 48, 96 y 144 hs, de
haber inoculado ¢l hepatoma

Las ratas sc sacrificaron 24 hs despues de la ultimo tratamiento con ETOH, esto es 7 dias
después de haberse inoculado el hepatoma

Cada rata acumulo eatre 50 v 70 ml de hquido de ascitis



Actividad de Ia ADI

Ya que el etanol tuve un efecto negativo sobire la densidad celular del hepatoma, sc
midio la actividad de la ADH dependiente de NAD, pnmera enzima en cl metabolismo del

ctanol para saber si ] ctecto se debia a4 un cambio en la induccion de Ja enzima ( Ahmed,

1995) que se reflgara cn el aumento de actividad, o bien a que el ctano! actuara como

agente quinico sobre el hepatoma En la fig 3 | s¢ observa que existe unancremento de la
actividad de la ADIH cn las celulus de hepatoma tratadas con las diferentes dosis de etanol,
con respecto al control este incremento fue del 25%0 para 1 7umoles, 53%6 para 86 pmoles y
352 24 para la dosis de 310 pmoles Fste efecto también ocurre en higado normal, ver
figura 4, pcro en menor proporcion. del 4%0 para 17 pmoles del 20 ®a para 86 pmoles v del
Listo andica que el lapso de 8 dias en Jos que se desarrolla el

345 °5 para 310 pmoles
fa de 310 pmoles, son

hepatoma y las concentraciones untlizadas, preferentemente

suficientes para inducir un ancremento en la enzima

Relaciones NADH/NAD ¥y NADPH/NADP

Debido a que el alcohol es metabohzado por la ADH dependiente de NAD, las
verse afectada s1 la capacidad de la célula para reaxadar el
de manera indirecta también se vena afectada la relacion

relacion NADH 'NAD pucde
»
INAD]. [NADH].

nucledtido  fuese hnmutante
NADPHNADP (Goodman y (hlman, 1970), por lo que se detenmmo
INADP] v [NADPH]}

Las [NADH]) v [NAD], obterudas corresponden a los valores citosalicos de estos
metabolitos, ya que se determinaron a partir de las concentraciones de lactato y piruvato

En Ia figura § sc obsernva que la relacion NADIHNAD cn ¢l hepatoma se incrementa
con respecto al control en 57% para t7umoles, 47° para 86 pmoles vy 83°c para
310umoles de ETOH, aunque estas diferenctas solo resultan estadisticamente significativas
para la dosis maxima de ctanol. EEste incremento en la relacion se debe muy probablemente
al aumento en la cantidad de NADH producido por la ADDH dependicnte de NAD al oxidar
¢l etanol hasta acetato

El efecto sobre la relacion NADPH/NADP se obsenva en la figura 6, aqui la relacion
NADPH/NADP csia disminuida con respecto al control en 84%0 para | 7umoles, 86%a para

86 pmoles y 79°% para 310umoles de ETOH
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Figura 3. Actividad de ia ADH cn Hepatoma. Las ratas sc sacrificaron a los 8 dias de
haber inoculado ¢l hepatoma con los diferentes tratamicntos con ETOH. 17, 86 y 310
umoles via 1P, cada 48, 96 y 134 hs. La acuvidad de la ADH sc determiné como se

describe en metodos Cada barra representa la X 2 ES de 3 a 8 expenmentos realizados por
triplicado



Actividad de ADH
(nmol NADH/min/mg prot.)

Control ETOH ETOH ETOH
17 pmol 86 pmol 310 umol
n=23 n> 16 n-134 n=8

idad de Ia ADH en Higado [as ratas se sacnficaron  a los 8 dias de

17.86 » 310 pmoles via [P, cada 48,

Figura 4. Act
admimstrar ¢! ETOH con Jos difercntes tratamirentos
96 v 144 hs. La actividad de la ADH sc¢ determino como se descnibe en métodos. Cada

barra representa la X * ES de 3 a 8 experntmentos realtzados por tnphicado
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Figura 5. Relacian NADH/NAD en Hepatoma Las ratas se sacnificaron a fos 8 dias de
17.86 v 310 pmoles via 1P cada 48,

administrar ¢l ETOH con los diferentes fratammcentos
96 ¥ 144 hs Se muestra la relacton NADH/NAD temiendo como valores absolutos  para el
0 009 amoles 100 celutas

control 2.65 = .93 nmoles 710 © celulas de NADH v 0 023
de NAD. Cada barra representa la X = £5 de 3 a 5 expecimentos realizasdos por duplicado
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Figura 6. Relacion NADPH/NADP en Hepatoma Las ratas se sacrificaron  a los 8 dias
de administrar ¢ ETOIH con Jos diferentes traiamientos. 17,86 v 310 umoles via 1P cada
48, 96 y 143 hs Se muestra la relacion NADPIHL NADP teniendo como valores absolutos

10 0 celulas de NADPIH vy 0.016 : 0.006 nmole

para ¢l control 0235 : 0053 nmoles
7106 células de NADP Cada barra representa la X x ES de 3 a § experimentos realizados

por duplicado



Geles

La ADII existe tanto en higado normal como en hepatoma y la actividad se
incrementa por ef tratarmento con cetanol tanto en higado como cn hepatoma. Este
incremento al menos en higado normal se da por induccion de la actividad enzimatica
Debido a que lo que interesaba era saber <1 la ADH gque metabohizaba al ctanol tanto en
higado como en hepatoma era de la misma naturalesza, se realizaron geles de acrilamida en
gradiente del 5 al 7 8%, ¢n donde ~s¢ pudo apreciar (figusa 7 ) que la actividad de 1a enzima
aparece en bundas difusas, pero de migracion sinular, lo que sugiere se trata de Ja maisma
enzima para ¢! higado normal, para ¢! hepatoma v para el hepastoma tratado con 310umoles
de ctanol

1.a banda de acnvidad corresponde mejor con la banda de menor migracion

apreciada en una seccton del mismo gel tedtdo con Coomasie

27



sura 7. Actividad de ADN semipuraficads on gel native S preparo un pel native en

pradicnte de pohacnihaneda Joel S 0l 200 Lo mueston se prepitro comao se repotto en metodos
y s utthzaron 25 ppe de protama por poze o la Oigura A se mucstza la incion para la
activadad s en la tipura I3 ¢! el teindo con azal de Coomasie, ¢ orden e tos carrrles es cf
.2y hepatomi v 3 hepatoma con tratamrento de 300 pmaoles de

siguiente 1y higado norng

ctanol

X
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DISCUSION.

Il que se hava delectado etanol en el hquido de ascins en un
originalmente inyectado, aan después de 24 horas, nos supicre gue estuvo en cormacto con
las celulas, durante su difuston a traveés de los tegrdos v 1os Auidos corporales. Por o que

s¢ estudio el pouble ctfecto de este agente sobre su metabolismo, lo que se discutira mas

adelante
El aumento en {a actividad de la enzama ADH (Ahmed. 1995), aparentemente la
misma soforma tanto en higado normal, como en hepatoma, sugicre que ¢l ctanol se

incorpom ul metabolismo del hepatoma por la sigutente via

Biosmtesis de ac grasos
PY

APH ALDH Co A traneteras
Aceul-CoA

Elanoh Accualdehido™ Acctato + HS-CoA

(2)ATH (HADP
Ciclo de Krebs

NAD NAINY
Pro do un en la relacion NADH/NAD.
i

Los desajustes en las relaciones de equivalentes reductores NADPH NADP respecto

al de NADH/NAD podrian explicarse con el siguiente esquema




Glucosa

Lactato
Al AL e N AT e
Acctaldehido . __, Acetato*HS-CoA.___ 0 Accil.CoA ..
oA \ -

(Etanol ) -

'Nmm AT A 2
1 N
. \
. () .
i /’_’—5 Hiomintes de acidos grasod

Cantidad de NADH'sT @ >

TN de las pentosas o

Las flechas verdes indican el metabolismo del efanal 3y las moradas el de 1a glucoas 3 en azul se

representa al metabolismo del NADP/NADPH.

El exceso en la produccion de NADH'S s¢ debe al metabolismo del alcohol por Ja

ADH dependiente de NAD 1Berpmever, 19855 Al «or matabohsado el T TOH produce

accttl-CoA (Lehmnger, 1981) que puede ir a (1) ciclo de Krebs o (2) a sintesis de ac
va gue el

grasos, compiticndo cn ¢l primer caso. con T glucosa como fuenie de ener
acentl Co- A producido a partir del! piruvato que provicne de la ghicolisis, tambuen entra a

ciclo de Krebs (A Yy a4 sintesis de ac prasos (83
Las posibulidades del acetiato producido a partir del etanol para ingresar al ciclo de

Krebs podrian ser reducidas, debido g gque competina con ¢l prrusato provemente de Ia

ghicohisis de la glucosa presente en ¢l hgudo de ascitis, apron 02 mAL 107 celulas

(Rodrigucs, 1097) OQuicro decir que el acetato sy es trunsportado a la mitocondria sin pasto
de energia, al ipual que el prruvato, pero una yves en aste comparimeoento requiere del gasto
de 2 moleculas de A TP para su actinacion por la frocmasa a acettl CoAL mientras gue ¢l
prruvato al ser descarboxilado por la piruvato dehidrogenasa. produce un NADH que ticne
3 ATPs lo gque hace (ue en oste punte su uso sca

el potencial para la produccion de
cnergeticamente destavorable  Mas adelante cuando 1o concentracron de NADEH resulte
limante al Hyo gheolhitico en conesion con el cicto de Krebs, por la anhibicion de las



deshidrogenasas de este ultimo, ol

ctanol ahora s podra ser utthezado con fines
metabolicos, ¥ entoces |

plucosa podria ser dingida a ottas vias biosinteticas comao ta via
de las pentosas, via favorecida on células proliferantes
Por otro lado,

¢l acenl Co-A provemente del metabohismo del etanol podria ser

utilizado mavortanamente para i sintesis de ac grasos, debido a gque {a produccion de

acetato proscnicnte del ctapol  ocurre panaipalinente en

el citosol, I tocinasa pucde
acetato formando acettl Co-A pero al encontrarse disporable ea ¢l enitosol
tble a la sinteas de acoidos groasos, que el que pucdie

actuar sobre este
estard mas acces
mitocondna. PPor

+ prosemr de la
otro lado, cf acetil Co-A producto del metabolismo de ta glucosa, requiere
ser sintetizado a partir e prruvato por la prruvato deshidropenasa ta cual os mitocondrialy
formando acetuil Co-A mitocondri

1. el cual para i asintests de ac

Tasos necesita sabr o
citosol Por lo antenior podna supertrse que e} acetl Co-A que mas captdamente Hega a la
acetil Co-A carboxilasa ser

citosol

el del acctato provemente del clanol gque se encuentre en ¢l

{a admmstracion | PP de ctanol produce una clevadion en la sintesis de ac grasos en
el higado normal ( Yu y Cronholm. 19963, por 1o que sena probable que ¢l ctanol cause ¢t
mismo efecto en las cetubis doe hepatoma AS3I0-D . dado que el onpen de esta inea celolar
es hepatico Lo antenor supeniria que fa disminucion en los miseles de NADPH'S e debe a
Ia utilizacion de ¢stos en b sintests de acidos grasos

Como pudo apreciarse en los resultados no se observa un requibibnio de los
equivalentes reductores, por lo Gue aparentomente no existe una transhidropenacion entre
NADH's que se encuentran ¢lesvados por o metbolismo ded ctanol v NADPH S que se
encuentran disminudos por el aumento en la sintesis de acidos grasos

Por lo anteriormente comentado, no se puede establecer que el et

cto Jdel etanol
sobre el metabolismoe del hepatoma sea la unica razon por la cual ja densidad celular este

disminuida. Otra cfecto aditive al que se podria atnbuir este efecto det ctanol en la
densidad celular, ©s que pudicra sef toXIco S1 actuase comeo agente deshidratante

n



PERSPECTIVAS

Se sabe que ¢l ctanol es metabolizado por las células tumorales, incorporindose al
metabolismo por accion de la ADH dependiente de NAD y jo modifi i en las
relaciones NADH/NAD v NADPH/NADP

Este trabajo podria continuar, para responder diversas preguntas talcs como:

- Siel acenl Co-A del ctanol se utiliza tanto en ciclo de Krebs como  en la sintesis
de ac grasos, lo que pudna sugenr que entonces pueden adaptar sus requerimentos

energéticos a la fuente de carbono que tengan prescnte en su eMomo

- Si la cantidad de ac grasos efecttvamente aumenta de manera similar al higado normal,
tntoxicado agudamente con etanol, o estos se traducen cn componentes membranales de

nuevas células

S las concentracrones de etanol utthzadas no resultan toica

- Si puede establecerce una terapéutica utilizando diferentes dosis de etanol.

- Si otras celulas cancerosas proliferativas, reaccionan del mismo modo que las de

hepatoma  al estar on contacto con ctanol.



Co USIONES.

- El etano! aplicado por via intraperitoneal permancece en ¢l liguido de ascitts a un 1325 de

su concentracion onginal en este liquido después de 24 h.
- El etanol produce una higera disminucion en el desarrollo del hepatoma.

- Las células de hepatoma responden con un incremento de la ADH que resulta evidente

con la dosis de 310 umoles vy que es superior al encontrado en higado.

- La relacion NADH NAD esta aumentada, posiblemente debido al incremento en la
actividad de lu ADH dependiente de NAD La relacion NADPH/NADP aparcce
dismunuida, debido probablemente a que ¢f NADPH se este utilizando para la biosintesis
de ac grasos

- Nuestros datos sugicren que la transhidrogenacion entre NADH/NAD y NADPHY/NADP

se encuentra inuy disminuida o ausente en las células AS30D expuesias al ctanol.
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