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1.

METABOLISMO DEL ETANOL.

El etanol es un compuesto quimico perteneciente al
grupo de los alcoholes, cuyo metabolismo es importante
para comprender los procesos bioquimicos, clinicos y
patoldgicos producidos en el alcoholismo.

El etanol se absorbe répidamente por la mucosa in-
testinal cuando se ingiere en solucidn acuosa y se me-
taboliza en un 80% en el higado, un 10% se elimina por
la respiracién y la orina y el resto se metaboliza en
otros lugares del organismo.

Es interesante subrayar que los alcoholes no son
compuestos extrafios al organismo. Diariamente, 1las
bacterias presentes en el tracto digestivo producen
entre 10 y 40 g de alcohol que es absorbido y metabo-
por los diferentes sistemas. Este hecho podriz justi-
ficar la localizacidn fisioldgica del sistema de oxi-
dacidn del etanol en el parénguima hepético fundamen-
talmente, siendo por ello el oérgano més afectado por
el consumo del mismo. De agui que los estudios més im-
portantes dedicados al metabolismo del etanol se ha-

yan realizado sobre este 6rgano.

VIAS METABOLICAS DE OXIDACION DEL ETANOL.

La oxidacién del etanol ocurre principalmente en
dos etapas (Fig.1l):

1. De etanol a acetaldehido.

2. De acetaldehido a acetato.

El hepatocito posee tres vias diferentes para efec-
tuar la conversidn de etanol en acetaldehido, cada uno
de ellos localizado en un compartimento distinto de
la célula: la via de la alcohol deshidrogenasa (ADH)
localizada en el citoplasma, el sistema microsomal de

oxidacibn del etanol (MEOS) en el reticulo endoplés-
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mico y el de las catalasas situado en los peroxisomas
(Fig.2).

1.1.1.SISTEMAS ADH, MEOS Y CATALASAS.

La ADH es un enzima citosblico que cataliza la con-
versién del etanol en acetaldehido, utilizando como
cofactor el NAD+, al que se transferiran los protones
para convertirse en su forma reducida NADH+H+, segln

la reaccién: CHy-CH,OH + NAD ———» CH,-CHO + NADH+H'.

Este enzima es el responsable de la mayor parte de
la oxidacidén del etanol. Su funcibn bioldgica reside
en eliminar el alcohol producido por fermentacidn bac-
teriana en el intestino. Una caracteristica de este
enzima es su escasa especificidad para el etanol, ya
que, ademés, se ha demostrado que puede catalizar la
deshidrogenacidén de esteroides (OKUDA y TAKIGAWA,1970)
y la oxidacidén N de los acidos grasos (BJORKHEM,1972).

La fecha de aparicidn de este enzima en el hombre,
aln no se conoce pero, en la rata, es detectable a los
18 dias de vida, alcanzando su méxima actividad hacia
la 3% semana .

Por otro lado, existen diferencias individuales y
raciales en la susceptibilidad al etanol, que podrian
explicarse por 1los estudios realizados sobre la ADH.
Hasta hace pocos afios se creia que existia un solo ti-
po de ADH, cuyo pH 6ptimo es 10'55. Actualmente se co-
nocen otros tipos, entre ellos, la ADH "atipica" dis-
tinta a la anterior, cuyo pH Optimo es 8'8 y que posee
una mayor actividad que la ADH normal. Esta se encuen-
tra en un 90% de la poblacidn oriental y en un 5-20%
de la europea (8% en Espafia) (GUERRI,1982).

El estudio electroforético de la ADH revela numero-
sas bandas, postuléndose gque existen 3 subunidades (<,

Py ¥) que se combinan para formar el enzima. Cada sub-




unidad posee un gen distinto (ADH, para «, ADH2 para p

y ADH3 para ¥). A su vez, se ha eicontrado variaciones
alélicas para los genes ADH (p,vp,) v ADH, (le52).
Asi, se ha visto que la ADH "atipica'" tiene la subuni-
dadﬁ>2y la normal la_pl. También se ha encontrado re-
cientemente otro tipo de ADH (ADH II o Indianépolis)
cuyo pH o6ptimo es 7'0 y que tiene gran afinidad por
el etanol. Este tipo de ADH no es inhibido por el pi-
razol y parece ser que se corresponde con otro alelo
del locus ADH2.

En los orientales, el hecho de poseer la ADH "ati-
pica", no explica suficientemente 1los altos niveles
séricos de acetaldehido encontrados. Recientemente,
(HARADA,1981), se ha descrito que un 50% de los orien-
tales carece del enzima responsable de la oxidacibdn
del acetaldehido a acetato, la aldehido deshidrogenasa
por lo que en estos individuos se une una disminucidbn
de la degradacidén del acetaldehido con un aumento de
la oxidacidén del etanol, provocando los altos niveles
séricos de acetaldehido (GUERRI,1982).

La oxidacidén del etanol por la via de la ADH, gene-
ra un exceso de equivalentes reductores en el cito-
plasma celular, que produce un gran desplazamiento del
potencial oxidoreductor (redox) citoplasméatico, a juz-
gar por las alteraciones del cociente lactato/piruvato
(DOMSCHKE et al,1974) y que son, a su vez, la base de
ciertas anomalias metabdlicas producidas por el etanol.

Esta via es la més importante y practicamente la
Gnica cuando las concentraciones de etanol metaboliza-
bles son bajas. Sin embargo, cuando estas son elevadas,
lo cual ocurre tras el consumo crdnico del mismo, esta
via se muestra insuficiente para metabolizar de forma
eficaz todo el etanol que le llega. ello sugirid la

existencia de otras vias alternativas.



Hiperuricemia e~ Hiperlactacidemia GLU%OSA

ETANCL e

Peroxisomas

R CETALDEHIDORY

Metabolitos Hiperlipemia

ADH = Alcohol Deshidrogenasa
MEOS Sistema Microsomal de Oxidacidén del Etanol
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ORME-JOHNSON y ZIEGLER en 1965, demostraron la
existencia de un sistema microsémico que oxidaba pri-
mariamente al metanol y en mucha menor cuantia al eta-
nol. Posteriormente LIEBER y DE CARLI en 1968, indivi-
dualizaron un sistema oxidante en la fraccidn microsd-
mica del reticulo endoplésmico liso del hepatocito,
mucho mas especifico para el etanol que el anterior
(10 veces mas), al que se denominé sistema microsomal
de oxidacidn del etanol (MEOS). Este necesita NADPH+

+ .
H y oxigeno como cofactores de forma que la reaccibdn
que cataliza es:

CH,-CH,.OH + NADPH+H® + 0,——— CH,-CHO + NADP++-2H2Q

Légex;;tencia de este s;;tema S;Bencuentra actual-
mente fuera de toda duda (LI,1977) y, ademids de actuar
preferentemente a elevadas concentraciones de etanol
participa en el metabolismo de gran numero de drogas,
por las que puede ser también inducido (MISRA et al,
1971). Ello explicaria, al menos en parte, los fendme-
nos de interaccidén medicamentosa y de potenciacidn de
farmacos que posee el etanol cuando se consume simul-
taneamente con ellos.

El papel que poseen las catalasas y el agua oxige-
nada (HZOZ) sobre la oxidacidén del etanol es conocido
desde hace tiempo. Sin embargo, su papel parece estar
limitado por la escasa produccidn de H202 en el orga-
nismo, a pesar de la estimulacidén de la sintesis de
H202 efectuada por la NADPH oxidasa microsomal, des-
crita tras la sobrecarga crbnica de etanol o por la Xan-
tina oxidasa localizada en la fraccidn soluble del
citoplasma del hepatocito (THURMAN et al,1972) (Fig.2).

Una vez formado el H202, las catalasas actGan segin
la reaccidn: CHS—CHZOH + H202————a-CH3—CHO + 2H20.

De cualquier forma, la utilizacibén de potentes in-
hibidores de 1las catalasas, muestran que estas son

responsables de menos del 10% de la oxidacidén del eta-



nol, aunque su participacibdn parece ser més importante
en la oxidacidén del metanol (FEYTMANS y LEIGHTON, 1973).

1.1.2.DIFERENCIAS ENTRE LOS SISTEMAS ADH, MEOS Y CATALASAS.

Las diferencias entre los distintos sistemas oxida-
tivos del etanol se establecen ya desde su localiza-
cidn celular (la ADH en el citoplasma, el MEOS en los
microsomas y las catalasas en los peroxisomas). El1 pH
6ptimo obtenido en experiencias realizadas '"in vitro"
también los diferencia. Asi, en la ADH normal es de
10'5, mientras que el MEOS actia a pH fisioldgico 7'4.
Ademés necesitan cofactores distintos (NAD+para la ADH
NADPH, para el MEOS y H,0,para las catalasas).

Sus acciones, cuando se administran potentes inhi-
bidores como el pirazol, son distintas. De hecho, es-
tas experiencias fueron las responsables de que se em-
pezase a sospechar la existencia de otras vias de oxi-
dacidén del etanol distintas de la ADH. La administra-
cién de pirazol junto con la ingestién de bajas con-
centraciones de etanol, disminuye el 75-80% de su me-
tabolismo, ya que el pirazol es un potente inhibidor
de la ADH. Sin embargo, dicha inhibicidén no es comple-
ta ya que un 20-25% del etanol se sigue metabolizando.
Esta pequefila proporcibén, insensible a pirazol, no pue-
de ser debida a la ADH, ya que:

a) La concentracién de pirazol utilizado inhibe to-

talmente a la ADH.

b) La alteracidn del cociente NADH/NAD, caracteris-

tico del sistema oxidativo de la ADH, no se afecta

en estas circunstancias.

Todo ello contribuyé al hallazgo de otro sistema
oxidativo del etanol que posteriormente se demostrd
que era el MEOS (Li,1977).

El sistema de las catalasas también es sensible al

pirazol y al aminotriazole (potentes inhibidores de



las catalasas). Estos no afectan el grado de oxidacién
del etanol "in vivo". Si a esto se une que el H O2 se
produce escasamente en el hepatocito, limitando fisio-
loégicamente dicho sistema, hace pensar que las catala-
sas no juegan un papel importante en la oxidacidn he-
patica del etanol (PETER,1982).

Posteriormente, fue solubilizado el MEQOS y separado
de las actividades de la ADH y catalasas, utilizando
para ello la cromatografia en dietanolaminoetilcelulo-
sa (DEAE-celulosa) (THESCHKE et al,1972-74).

Més adelante, se logrd la reconstitucidén de la ac-
tividad oxidante del etanol con sus tres componentes
microsémicos: citocromo P-450, NADH citocromo C reduc-
tasa y lecitina (MIWA et al,1978). Se observd que la
oxidacidén del etanol mediada por reductasa es menor
gue la catalizada por el P-450 inducido por el etanol
(a saturacidén),pero es igual a la oxidacidn catalizada
por el P-450 no inducido (WINSTON et al,1983).

Como se dijo anteriormente, la actividad del MEOS
continGa tras la inhibicién de la ADH por el pirazol,
correspondiéndose esta actividad con el porcentaje de
oxidacibébn etandlica no mediada por ADH. Es decir, en
condiciones de baja concentracidén de etanol, la ADH
es responsable del 75-80% de su oxidacidn, mientras
el MEOS lo es del 20-25% restante. Al aumentar la in-
gesta de etanol, este se va metabolizando, pero nc en
base a un aumento proporcional de la actividad de 1la
ADH. En experiencias tanto "in vivo'" como "in vitro"
donde se utilizan concentraciones superiores a 10 mM
de etanol, el sistema de la ADH queda practicamente
saturado. Sin embargo, si se continlGa aumentando su
concentracién, este continGa metabolizandose. Ademis,
si se bloquea la ADH con pirazol, las elevadas concen-
traciones de etanol continGan favoreciendo su metabo-
lismo. Todo ello, se debe a un aumento de la actividad

del MEOS cuya capacidad de saturacidén por el etanol



1.1.3.

es superior al de la ADH, llegandose a invertir 1los
porcentajes de oxidacidén del etanol. Es decir, a alta
concentracién de etanol (80 mM) el MEOS es el respon-

sable del 75-80% de su oxidacidén (LIEBER y DE CARLI,
1970).

OXIDACION DEL ACETALDEHIDO.

Por cualquiera de las tres vias que siga el etanol
para su oxidacidn el primer producto especifico forma-
do es el acetaldehido (Fig.l), cuya concentracidn es
baja tras la ingesta de etanol, aunque parece ser el
causante de numerosas complicaciones clinicas del al-
coholismo.

En general, se acepta que la oxidacidn del acetal-
dehido se realiza por la aldehido deshidrogenasa, cuya
actividad se localiza fundamentalmente en la mitocon-
dria, a través de la cual se forma acetato y NADH, por
lo que algunos de los efectos atribuidos al acetalde -
hido serian causados por alteraciones redox (LIEBER,
1984). La reaccidn catalizada por la aldehido deshi-
drogenasa es: CHS—CHO-+ NAD™ + HZO —_— CHS—COOH +
+ NADH+H™,

Existen cinco isoenzimas diferentes de la aldehido
deshidrogenasa en el hepatocito, con diferentes afini-
dades: 2 mitocondriales, 2 citoplasmaticas y 1 micro-
somal (KOIVULA y KOIVUSALO,1975). Sin embargo, se sabe
que la Gnica que metaboliza el acetaldehido a concen-
traciones fisioldégicas es 1la aldehido deshidrogenasa
mitocondrial, de alta afinidad por este sustrato en
animales, mientras que en el hombre, parece ser la ci-
tosbélica (KOIVULA y KOIVUSALO0,1975).
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1.2.

ALTERACIONES REDOX DEBIDAS A LA OXIDACION DEL ETANOL.

Tanto la ADH como la aldehido deshidrogenasa condu-
cen a la formacidén de nucledtidos de piridina reduci-
dos.

En animales alimentados con etanol, la relacidn
NADH/NAD estd marcadamente aumentada. La mayoria de
las alteraciones metabblicas del alcoholismo se han
atribuido a la alteracidn del potencial redox.

En la célula, el contenido total de nuclebdtidos es
muy limitado, asi como la biodisponibilidad de NAD+.
La reoxidacidén de NADH se produce fundamentalmente en
la mitocondria, por un mecanismo que estéd acoplado a
la fosforilacibn oxidativa, por lo que probablemente,
cuando la mitocondria se dafia, esta oxidacidén no se
llevard a cabo y el metabolismo del etanol se vera
fuertemente restringido.

La membrana mitocondrial es, por otro lado, imper-
meable a nucledtidos de piridina, por lo que se vale
de una serie de '"lanzaderas" capaces de transferir
equivalentes reductores del citosol a la matriz mito-
condrial. De estas rutas, La lanzadera del malato-as-
partato es la mas importante en higado y la lanzadera
del glicerol-3-fosfato en el masculo esquelético sien-
do esta Gltima ruta la que explicaria el mecanismo por
la que el clofibrato (estimulador de la actividad de
la G3P deshidrogenasa) (HOWKINS et al, 1974) aumen-
ta el metabolismo del etanol y disminuye la acumula-
cibn de 1lipidos en higado, aunque existen evidencias

contradictorias.

ALTERACIONES DE LA RELACION LACTATO/PIRUVATO.

En ratas normales a las que se administra etanol,
se produce un desplazamiento apreciable del potencial

redox en el citoplasma, a juzgar por las alteraciones
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en el cociente lactato/piruvato (DOMSCHKE et al,1974)
a favor de la formacidén de lactato, ya sea por la dis-
minucidén de la utilizacidén hepatica de lactato extra-
hepatico, por aumento de la formacidn de lactato en
el higado o por ambas causas. En consecuencia aumenta
la concentracién de lactato en sangre, que no suele
ser suficiente para causar la denominada acidosis léac-
tica. Sin embargo, el etanol puede exacerbar la hiper-
lactacidemia producida por otras causas (acidosis léac-
tica esencial, diabetes, tratamientos con fenformina,
etc.).

La hiperlactacidemia también repercute clinicamente
sobre el metabolismo del &cido Grico, ya que el lacta-
to inhibe competitivamente el aclaramiento de acido
Grico en el tGbulo proximal (FALLER y FO0X,1982), au-
mentando por tanto su concentracidn sérica.

En individuos gotosos, el etanol exacerba la hiper-

produccidén de acido UGrico.

ALTERACIONES DEL METABOLISMO DE LOS LIPIDOS.

En el higado, el aumento del cociente NADH/NAD ele-
va la concentracién de «-glicerofosfato (NIKKILA y
OJALA,1963) y facilita la acumulacidén de triglicéridos
(TG) hepéticos al atrapar acidos grasos (JOHNSON,1974).
También se transfieren equivalentes de hidrdgeno a la
mitocondria a través de diversos mecanismos (lanzade-
ras). En estado normal, los acidos grasos se oxidan
mediante la ﬁ—oxidaoién y el ciclo de Krebs en la mi-
tocondria, que actian como "donadores de H2” para la
cadena respiratoria.

Cuando se oxida el etanol, los H2 generados se des-
vian hacia 1la mitocondria, reemplazando al ciclo de
Krebs como fuente de H2, disminuyendo por tanto su ac-
tividad (LIEBER et al,1966). Asi pues, los acidos gra-

sos que en estado normal act@an como la fuente princi-
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pal de energia para el higado (BOSTERLINGyTRUDEL,1981)
son sustituidos por el etanol. Este cambio motiva el
acimulo de grasa en el higado, principalmente la que
proviene de la dieta cuando se dispone de ella, o de
la sintesis endbgena en ausencia de grasas alimenta-
rias, (MENDENHALL,1972) considerdndose como causa im-
portante de la aparicibén del higado graso alcohdblico.

La acumulacidén de grasas no aumenta indefinidamente
aunque continde el consumo de alcohol (SALASPURO et
al,1981). En ratas alimentadas crdnicamente con etanol,
el cambio redox producido en el higado por una dosis
agﬁda de etanol es atenuado después de la administra-
cidén crdénica, ya que la alteracidn redox disminuye
cuando se estabiliza la acumulacibén de grasas (DOMS-
CHKE et al,1974), lo cual indica que las alteraciones
hepaticas que siguen a la formacidédn del higado graso
alcoh6lico, debe atribuirse a mecanismos diferentes
al de las alteraciones redox.

El etanol también puede aumentar la sintesis de
triglicéridos ( TG ), no sdlo aumentando el suministro
de precursores, sino estimulando la actividad de 1los
enzimas que catalizan la sintesis de TG en el hepato-
cito.

Tras la ingesta ag@da o crénica de etanol, se ob-
serva un aumento de la sintesis de TG, que es una
funcidn microsdémica. Esta parece estar relacionada con
el hecho de que el etanol puede ser oxidado en este
lugar metabdélico clave, lo cual origina proliferacidn
de las membranas del reticulo endopléasmico liso, lugar
donde se encuentran 1los enzimas responsables de la
sintesis de TG, excepto la «-glicerofosfato -acil
transferasa y la fosfatidato fosfohidrolasa que tam-
bién se encuentra presente en la membrana externa de
la mitocondria y en el citoplasma. La fosfatidato fos-
fohidrolasa parece ser el enzima que limita la veloci-

dad de sintesis de TG. Tanto la administracibn agida como

13



la crbnica de etanol estimula este enzima, en la frac-
cién microsbdmica y soluble de la célula (LAMB et al,
1979), precediendo este aumento de la actividad en-
zimatica al actmulo de TG hepaticos (SAVOLAINEN,1977).

Hay trabajos que demuestran como la estimulacidn
de 1la fosfatidato fosfohidrolasa soluble por etanol
también depende, en parte, de la activacidén previamen-
te existente (STURTON et al,1981).

Recientemente, también se ha observado un aumento
(doble) de 1la actividad de la triacilglicerol acil
transferasa cuando la fraccidén citosdlica se incluye
en la valoracién del enzima microsdémico (LIEBER,1984).
Este enzima parece estar regulado por un mecanismo de
fosforilacidén-defosforilacidn.

En la sintesis de fosfolipidos, el etanol ingerido
crénicamente parece aumentar la actividad de dos enzi-
mas gque participan en la sintesis de fosfatidilcolina
(UTHUS et al,1976): la colina-fosfotransferasa y la
fosfatidil-etanolamina-metiltransferasa.

En ratas, también se acumulan ésteres de colesterol
y esteres grasos de acetilo (POKOLOFF y BELL,1978).

AGn no se ha demostrado de forma patente que 1la
oxidacidbn del etanol produzca alteracidédn en la compo-
sicidén lipidica de las membranas, aungue hay trabajos
que apuntan hacia un aumento de la fluidificacidn de
estas (CHIN et al,1978).

1.2.3.ALTERACION DEL METABOLISMO DE LAS PROTEINAS.

Junto con los cambios en el metabolismo de los glu-
cidos y lipidos, el estado redox anormal también puede
afectar al metabolismo de las proteinas. En experien-
cias "in vitro", se ha observado una inhibicidén de la
sintesis de proteinas tras la ingesta de etanol (ROTH-
SCHILD et al,1971). "In vivo", estos resultados son

discutidos. Después de administrar etanol a ratas bien
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alimentadas no se advierten cambios en la sintesis de
proteinas totales hepéticas (BARAONA et al1,1980).

El Area perivenular del lobulillo hepético, que ya
estd algo hipdbdxico en estado normal, puede correspon-
der a un area de aumento de la toxicidad del etanol
(JAUHONEN et al,1982). Esta zona muestra un gran au-
mento de los cambios redox producidos por el etanol
que, por si mismos, bastarian para alterar la sintesis
de proteinas, aunque no todas las proteinas se afectan
de igual forma, como es el caso del colégeno, proteil-
na componete del tejido fibroso, cuya sintesis aumenta.

Tebdricamente, el aumento de colageno hepatico du-
rante la evolucidén de la hepatopatia alcohdlica, se
puede deber a un aumento de sintesis (FEINMAN y LIEBER,
1972), una disminucibén de la degradacidén o ambas. En
estudios previos, se sugiere un aumento de la colage-
nasa neutra en animales que ingieren etanol, al menos
en las etapas iniciales de la hepatopatia alcohblica
(OKAZAKI et al,1977). A continuacidn, dicha actividad
colagenasa disminuye, contribuyendo al actmulo de co-
lageno.

La formacidén de colégeno, parece también guardar
relacidén con el aumento de lactato tisular, secundario
al metabolismo del etanol anteriormente citado, ya que
éste aumenta la actividad de la peptidil-prolina-hi-
droxilasa tanto "in vivo" como "in vitro" (GREEN vy
GOLDBERG,1964). El actmulo de prolina e hidroxiprolina
libres también participa en la regulacién de la sinte-
sis de colégeno. Recientemente se postula que el lac-
tato también participa en este acUmulo por inhibicidn
de la prolina oxidasa (KOWALOFF et al,1977).

OTRAS ALTERACIONES METABOLICAS.

Existen trabajos recientes (LIEBER,1984) donde se

muestran otros efectos metabbdlicos del etanol mediados
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por NADH. Estos incluyen alteraciones en el metabolis-
mo de la glucosa, galactosa, serotonina y otras ami-
nas.

El aumento de la biodisponibilidad del NADH, tam-
bién produce alteraciones del metabolismo hepatico de
esteroides a favor de compuestos reducidos (CHRONHOLM
y SJOVALL,1970) y perjudica la neoglucogénesis (LIEBER,
1984; PETER,1982),

En el hcmbre, las rutas de oxidacién del etanol
hasta la formacidén de acetato se producen en el cito-
plasma, mientras que en la rata, la oxidacidn del ace-
taldehido ocurre preferentemente en la mitocondria.
Esto 1lleva a tener grandes reservas a la hora de ex-
trapolar los datos de la hepatopatia alcohblica expe-
rimental al hombre (PETER,1982).
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1.3.EFECTOS DE LOS PRODUCTOS DE DEGRADACION DEL ETANOL.

1.3.1.TRASTORNOS PRODUCIDOS POR EL ACETALDEHIDO.

En general, se acepta que la oxidacidén del acetal-
dehido se realiza por la acetaldehido deshidrogenasa,
cuya actividad se localiza fundamentalmente en la mi-
tocondria y a través de la cual se forma NADH, por lo
gue algunos de los efectos atribuidos al acetaldehido
serian causados por alteraciones redox, al igual que
ocurre con el etanol.

El acetaldehido es un compuesto muy reactivo, con
efectos tbxicos. Actualmente, se le considera precur-
sor de la hepatopatia, al activar el sistema de com-
plemento (BARRY y McGIVAN,1985) y ademés es capaz de
conjugarse con gran cantidad de proteinas, contribu-

yendo asi a su hepatotoxicidad (NOMURA y LIEBER,1981).
El consumo crénico de etanol produce una disminu-

cién en la capacidad del hepatocito para oxidar al
acetaldehido, produciendo su anulacidén, independiente-
mente de la presencia de sustratos para deshidrogena-
sas ligadas a NAD' (HASUMURA et al,1975). Como la in-
gesta crénica disminuye la oxidacidn de algunos sus-
tratos que dependen de NAD+(CEDERBAUM et al,1974), la
disminucibén del metabolismo del acetaldehido se atri-
buiria, al menos en parte, a‘la menor capacidad de
reoxidar NADH de las mitocondrias en animales alimen-
tados con etanol (HASUMURA et al,1975).

Esta actividad de 1la acetaldehido deshidrogenasa
se puede invertir tras un periodo de abstinencia (A-
GARWAL et al,1983).

Otro hallazgo clésico en los alcohdlicos es la he-
patomegalia. Esta era atribuida tradicionalmente a un
acimulo de lipidos hepéticos. Sin embargo, en animales
alimentados con etanol, los lipidos costituyen solo

el 50% del incremento de peso en tejido hepatico seco
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(LIEBER et al,1965). El1 50% restante parece correspon-
der a un aumento de proteinas, posiblemente secundario
a trastornos producidos por el acetaldehido sobre la
secrecién de proteinas en los microtibulos (BARAONA
et al, 1975). Estos microtGbulos se encuentran altera-
dos, halléndose acortados y engrosados (MATSUDA et al,
1979), afectando al transporte hepatocelular de lipi-
dos biliares (GREGORY et al,1978) y pudiendo guardar
relacidn con la congestidén del aparato de Golgi.

El aumento de proteinas hepéaticas produce un aumen-
to de la retencidén de agua. Como la cantidad de DNA
no se modifica en el proceso, la hepatomegalia se ex-
plicaria por un aumento del volumen celular (BARAONA
et al,1975-77).

Las mitocondrias de animales alimentados crénica-
mente con etanol se encuentran sensibilizadas al ace-
taldehido, sobre todo porque disminuye 1la concentra-
cidén de citocromos a y b, asi como la actividad de di-
versos enzimas, entre ellos la succinato deshidrogena-
sa (RUBIN et al1,1970); de aqui que la capacidad respi-
ratoria de la mitocondria esté muy disminuida cuando
se utilizan piruvato, succinato y acetaldehido como
sustratos (HASUMURA et al, 1975).

En consecuencia, disminuyen funciones tan importan-
tes como la oxidacibébn de acidos grasos, incluso a con-
centraciones muy bajas de acetaldehido.

El acetaldehido, al igual que todos los aldehidos,
reaccionan fécilmente con 1los tioles. La L-cisteina
puede combinarse con él, para formar un grupo hemiace-
tal. La conjugacidn con cisteina, glutation o con am-
bos, produce una disminucién de glutation hepéatico
(SHAW et al,1981). El glutation es importante para la
eliminacidén de 1los radicales libres toéxicos, por 1o
que su disminucidn facilitard la peroxidacidn de 1lipi-
dos, aumentando el dafio por la produccidén en los micro-

somas de radicales libres inducidos por el consumo crd
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nico de etanol (SHAW et al,1981). De cualquier forma,
se necesitan unas altas dosis de etanol (5-6 gr/kg)
para producir la peroxidacidn de lipidos. Este efecto
se puede impedir administrando metionina, que como se
sabe,es un precursor de glutation (SHAW et al,1981).

Es importante resefiar que el agotamiento de gluta-
tion hepatico no es capaz de producir dafio por si mis-
mo, sino que para ello es necesaria la produccidn de
radicales libres (SIEGER et al, 1977).

TRASTORNOS PRODUCIDOS POR EL ACETATO.

A diferencia de 1lo que sucede en la primera etapa
de la oxidacidén del etanol, que puede ser realizada
por tres vias diferentes, la aldehido deshidrogenasa
es el Gnico enzima responsable de la formacidn de ace-
tato a partir de acetaldehido, oxidando el 90% del
acetaldehido en la mitocondria.

El papel del acetato en la patologia alcohblica es
menos evidente que la del acetaldehido, pero se sabe
que aumente el gasto cardiaco, la contractilidad mio-
cérdica y el riego sanguineo coronario (LIANG y LOWEN-
STEIN,1978). Sobre el tejido adiposo, inhibe la lipo-
lisis (NILSON y BELFRAGE,1978), siendo responsable,al
menos en parte, de la disminucidén en la produccidn de
dcidos grasos libres (AGL) y del descenso de los mis-
mos en la circulacién (LIEBER,1984). En el higado con-
tribuye a la produccidén de esteatosis (OKAZAKI et al,
1977) y en otros tejidos sus efectos son discutidos.

El acetato se puede convertir en acetil CoA, esti-
mulando la degradacidén de ATP en AMP, ste puede con-
vertirse nuevamente en ATP o degradarse hasta purinas
y é&cido Grico, por lo que contribuye también a produ-
cir hiperuricemia (FALLER y F0X,1982). Ademés es posi-
ble que la gran demanda de ATP debida al etanol, tam-
bién se sume al efecto hepatotdxico, de forma semejan-

te a la que produce la fructosa (BODE et al,1973).
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1.4.ADAPTACION DEL METABOLISMO DEL ETANOL POR SU CONSUMO
CRONICO.

Los bebedores habituales de alcohol toleran grandes
dosis del mismo, debido principalmente a la adaptacidn
que se prduce del sistema nervioso central. Estos ad-
quieren un aumento de la depuracidén sangulnea del eta-
nol, adquiriendo asi tolerancia metabdlica (LIEBER,
1984).

El incremento progresivo del metabolismo del etanol
tras la ingestidén crdnica, es distinto del que ocurre
tras una dosis agGda del mismo (denominado "aumento
réapido" del metabolismo del etanol), que puede ser
consecuencia de la liberacidén de adrenalina relaciona-
do con el estado de '"alerta" (YUKI y THURMAN,1980).
AGn no se conoce el mecanismo por el que se produce
este aumento crdénico del metabolismo del etanol, aun-
que parece estar relacionado con la actividad de la

ADH y las alteraciones microsdmicas.

1.4.1.METABOLISMO DEL ETANOL DEPENDIENTE DE ADH.

Actualmente se sabe que la actividad de la ADH no
aumenta tras la ingestidén crénica de etanol (VIDELA
et al,1973). Hay trabajos que encuentran incluso una
disminucidén de su actividad en higado, aunque sin
existir dafio hepdtico (UGARTE et al,1967). Uno de los
mecanismos por los que se produce este aumento del me-
tabolismo dependiente de ADH puede ser el aumento de
la actividad ATPasa hepética dependiente de Né*y K"
(BERNSTEIN et al,1973) que parece ser responsable del
aumento en un 40-50% de la concentracidn de K™ intra-
celular (GUERRI,1982). Este incremento de K* intrace-
lular contribuye a la produccidén de hepatomegalia al
aumentar en un 53% el agua intracelular. El aumento

del volumen intracelular hepatocitario, Jjunto con la
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disminucidén del volumen extracelular, llevaria a un
incremento de la presidn intrahepéatica y portal que
comprimiria 1los sinusoides, alterando la irrigacidn
del hepatocito y por tanto, produciendo wuna deficien-
te nutricidén, oxigenacidén, normal detoxificacidn vy
otras disfunciones hepéaticas que llevarian a la necro-
sis del hepatocito (GUERRI,1982).

Otra posible causa del aumento del metabolismo del
etanol dependiente de ADH, puede ser la produccidn de
un estado hipermetabbélico similar al del hipertiroi-
dismo, formulado por algunos autores (ISRAEL et al,
1975).

Otros mecanismos postulados, seflalan el aumento en
la liberacién de adrenalina por las gléandulas supra-
rrenales tras la ingesta de etanol en hombres y anima-
les (YUKI y THURMAN,1980), aumentando asi el metabo-
lismo del etanol.

Si el mecanismo adaptativo de la ADH fuese unico,
este se deberia inhibir completamente al administrar
pirazol. Sin embargo, no ocurre asi, ya que como se
mencioné anteriormente la ADH solo act@a con bajas
concentraciones de etanol ingerido (MATSUZAKI y LIEBER,
1977). Apoyando asi la posibilidad de que participasen

otras vias no relacionadas con la ADH.

METABOLISMO DEL ETANOL NO RELACIONADO CON ADH.

Probablemente el MEOS es el mecanismo que aumenta
el metabolismo del etanol no relacionado con ADH cuan-
do las concentraciones de este son altas (LIEBER,1984),

Las catalasas son més discutidas, ya que el aumento
peroxidativo del etanol en el higado estéd limitado por
la cantidad de H2O2 formada y no por la cantidad de
catalasas utilizables (BOVERIS et al,1972). Su papel
estéd restringido al metabolismo del etanol mediante
el H202 generado en los peroxisomas (FEYTMANS y LEIG-
HTON,1973) .
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2.ETANOL E INTESTINO DELGADO.

El etanol tiene efectos importantes sobre todos los
sistemas del organismo. En consecuencila, es comprensi-
ble que afecte de manera directa o indirecta a todos
los oOrganos del aparato gastrointestinal. Al ser la
funcién principal del intestino delgado la absorcidn
de liquidos y nutrientes, esta serid la que se altere
fundamentalmente cuando se ingiere, de forma agQda o
crbonica,el etanol (JAUHONEN et al,1982).

El alcohol etilico posee efectos directos sobre el
intestino delgado, en el que provoca un incremento del
tréansito intestinal por aumento de las contracciones
peristédlticas (JORFELDT y JUHLIN-DANNFZLT,1978), una
disminucién de 1la actividad de las disacaridasas de
la mucosa y un aumento de la permeabilidad al agua y
a los solutos (LIEBER,1984),

La diarrea es una de las manifestaciones clinicas
més frecuentes del alcohblico, contribuyendo de forma
importante a la deshidratacidén y la deficiencia de K
y Mg** asi como de fosfatos que padecen estos sujetos.
Esta diarrea tiende a desaparecer espontédneamente a
los pocos dias de la supresidén de la ingesta de etanol
y del restablecimiento de una nutricidn adecuada (LAN-
GMAN y BELL,1982).

En el alcoholismo crdénico, la mucosa intestinal se
afecta por factores nutricionales secundarios como la

deficiencia en folatos y tiamina (GORDON,1973).

EFECTO DEL ETANOL SOBRE LA MORFOLOGIA Y LOS ENZIMAS
INTESTINALES.

La administracibén aglda de etanol en humanos y ani-
males de experimentacidédn produce erosiones hemorragi-
cas en la mucosa del intestino delgado que dependen

de la concentracidén de etanol administrada.

22.




En ratas, estas lesiones que ocurren principalmente
en el yeyuno, estén asociadas a una disminucibén de la
lactasa yeyunal y timidina quinasa, asi como una dis-
minucién del consumo de oxigeno (BARAONA et al,1974).

La ingestidén crbénica de etanol no causa lesiones
hemorrégicas, pero produce un acortamiento de las ve-
llosidades yeyunales.En el ileon, a nivel de las crip-
tas, se observan muchas alteraciones como son - dis-
minucidén del nimero de células, de la actividad mitd-
tica y de la actividad de la timidina quinasa (BARAONA
et al,1974). Hay también una gran incorporacidén de ti-
midina tritiada al DNA (BARAONA et al,1974). La admi-
nistracidén crénica de etanol también produce altera-
ciones estructurales de la membrana, cambios degenera-
tivos de las mitocondrias y microvellosidades, asi co-
mo dilatacidn del reticulo endoplésmico rugoso y apa-
rato de Golgi (RUBIN et al,1972).

La actividad especifica de la ADH en este tejido
€S menor que el de la ADH hepatica y su contribucidn
en el metabolismo total del etanol es relativamente
pequefia. El1 epitelio intestinal también posee el sis-
ma MEOS encontrado en el higado. En rata, la ingestién
crbnica de etanol incrementa las proteinas microsoma-
les de las células mucosas del intestino delgado pro-
Ximal, aumenta el contenido de citocromo P-450 y la
actividad NADPH-citocromo reductasa (LANGMAN y BELL,
1982).

Actualmente los efectos més importantes del etanol
sobre el intestino delgado, se consideran que son pro-
ducidos sobre 1la membrana del enterocito (WILSON y
HOYUMPA, 1979).
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2.2.ALTERACIONES DE LA MEMBRANA DEL ENTEROCITO PRODUCIDAS
POR EL ETANOL.

Las caracteristicas de los alcoholes alifédticos son
consecuencia de sus propiedades fisicas, representadas
por el balance entre los radicales hidroxilo y las
porciones hidrocarbonadas de la molécula de alcohol.

Cuando una molécula de etanol se encuentra en un
sistema lipido/agua, la contribucidén del grupo hidro-
xilo predomina sobre los dos grupos —CH2, el grupo hi-
droxilo forma puentes de hidrdgeno con el agua alcan-
zando la méxima solubilidad para la molécula. El etanol
tiene relativamente menos hidrofobicidad y efectos
biolbgicos que otros alcoholes alifaticos de cadena
mas larga. Asi, la potencia de los alcoholes de cadena
lineal corta sobre la membrana se triplica por cada
grupo —CH2 afiadido a la cadena hidrocarbonada (LANG-
MAN y BELL,1982). Existe, por tanto, una relacidn 1li-
neal entre un efecto bioldgico (alteracién de la per-
meabilidad de la membrana o inhibicién enzimética) y
el grado de liposolubilidad (Coeficiente de particidn
lipido/agua o longitud de la cadena) para series homb-
logeas de alcoholes.

El lugar por el que el etanol interacciona con el
borde ciliado de la membrana celular es probablemente
la porcién apolar de las moléculas lipidicas (SCHNEI-
DER,1968). Es posible que esta interaccidén (Fig.3),se
realice a través de las porciones hidrocarbonadas, las
cuales se intercalan entre las regiones hidrofdbicas
de los lipidos y de las proteinas de las membranas.
Las moléculas de etanol se insertan no sblo sobre el
exterior de la bicapa sino también en el interior hi-
drofdébico, cuando este encuentra huecos producidos por

los &cidos grasos insaturados o por interacciones pro-

teinas-4cidos grasos (WILSON Y HOYUMPA,1979).
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Como el correcto funcionamiento de los enzimas uni-
dos a la membrana requiere un microambiente lipidico
fluido, con una determinada composicibén en acidos gra-
sos de cadena larga y de colesterol, la existencia de
grupos metilos en la regidn hidrofdbica de la membrana
enterocitica provoca un cambio en la orientacidn de
las moléculas, afectando a su fluidez y en consecuen-
cia a la permeabilidad y la actividad enzimética nor-
mal (VESSEY y ZAKIM,1974; YAMADA y LIEBER,1985).
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Fig. 3.- Representacidén esquemadtica de la membrana del
enterocito (A) e interaccién del etanol (B). (WILSON y

HOYUMPA,1979).
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2.3. ALTERACIONES DE LA PERMEABILIDAD A TRAVES DE LA MEM-
BRANA PRODUCIDAS POR EL ETANOL.

La administracién crénica de etanol incrementa la
permeabilidad de la membrana del enterocito (WORTHING-
TON et al,1978). Cuando se examina al microscopio e-
lectrénico el tejido intestinal, se observa que el e-
tanol se introduce a través del complejo de unidn api-
cal que se halla en la superficie de la célula epite-
lial, pudiendo provocar alteraciones que permitirian
la entrada de grandes moléculas antigénicas, toxinas
e incluso microorganismos patdgenos en la circulacidn
general.

El etanol provoca también un incremento del flujo
de Cl_,Na+, 3~ortometil-glucosa y L-alanina en direc-
cibén serosa-mucosa (KUO Y SHAMBOUR,1978), o incluso
en ambos sentidos, en el caso de la D-fenilalanina
(CHANG et al,1967). Sin embargo, no se afecta la ab-
sorcién de altas concentraciones de tiamina. Por otra
parte, la alimentacidn crdénica de ratas con etanol,
no afecta la excrecidén fecal de grasas (RODRIGO et al,
1971).

El etanol aumenta el nivel de TG en la mucosa in-
testinal por aumento de la actividad de los enzimas
reesterificantes (RODGERS et al,1975), disminucidn de
la oxidacidén de acidos grasos y/o incremento de la in-
corporacidén de &cidos grasos a los TG.

La ingesta aglGda de etanol en ratas, incrementa la
salida de lipidos y proteinas procedentes de la dieta,
asi como de TG endbgenos (en forma de VLDL principal-
mente) hacia la linfa. Este efecto linfagogo del eta-
nol, no depende del incremento del transporte de gra-
sas, ya que si no se administran lipidos de forma exd-
gena el etanol produce un aumento del flujo linfatico

sin alterar la salida de lipidos.
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2.4 .ALTERACIONES DEL TRANSPORTE MEDIADO PRODUCIDAS POR EL
ETANOL.

2.4.1.ALTERACION DE LA ATPasa (Na'-K'dependiente).

El transporte de glucosa y amino&cidos se produce
generalmente acoplada al transporte de Na*. Para que
funcione este sistema, es necesario que la célula man-
tenga bajos los niveles intracelulares de Nat . Esto
lo consigue mediante la denominada bomba de NéF-K+,
gue saca del enterocito Né*por intercambio con K*. Es-
ta bomba es en realidad una ATPasa Na*-K7% dependiente
gue utiliza la energia derivada de la hidrbélisis del
ATP. Existen numerosos trabajos que demuestran una in-
hibicidén de esta ATPasa por el etanol, posiblemente
por su efecto sobre la fluidez de la membrana (WILSON
y HOYUMPA,1979). Este efecto explicaria la inhibicidn
del transporte de D-glucosa a través del intestino
delgado en animales experimentales y la alteracidn de
la tolerancia a la xilosa observada en alcohdlicos
malnutridos, aunque trabajos posteriores indican que
la malnutricidén es el factor méas importante en la ma-
labsorcidén de xilosa (LANGMAN y BELL,1982). Asimismo,
podria tambien explicar la disminucibdn del transporte
de amino&cidos observada tras la ingesta de etanol.
(BURBIGE et al,1984).

2.4.2.ALTERACION DEL TRANSPORTE DE VITAMINAS.

a) Acido Fblico. La ingesta crbénica de etanol produ-

ce una disminucidén de la absorcidédn de agua y electro-
litos (principalmente Na® y Cl17). Esta alteracidn es
més importante en sujetos que tienen una alimentacidn
insuficiente en folatos (DINDA y BECK,1977).La capta-
cidébn de é&cido fbélico por la mucosa intestinal es un

proceso dependiente de energia, cuando se utilizan
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concentraciones fisiolbdgicas (< 1'guM) (DHAR et al,
1977), pero utilizando concentraciones superiores, es-
ta captacidén se realiza por difusibn pasiva. En alco-
hélicos crénicos la deficiencia de folatos es la méas
comin de las hipovitaminosis (WILSON y HOYUMPA,1979).
Aunque, empleando técnicas de perfusidn intestinal, se
ha comprobado que este defecto se produce mas por una
inadecuada nutricidén en estos sujetos que por un efec-
to directo del etanol (HALSTED,1980).

b) Tiamina. Posee un doble sistema de transporte. A

concentraciones fisiolbgicas o bajas es un proceso sa-
turable dependiente de energia y a alta concentracidn
se realiza por difusibébn pasiva. La administracidn de
bajas concentraciones de etanol no afecta el transpor-
te intestinal de tiamina o la actividad Na® K' ATPasa
(HOYUMPA y NICHOLS,1978). Sin embargo, cuando las con-
centraciones de etanol son altas, la actividad de la
Na' XK' ATPasa de la membrana basolateral y la salida
de tiamina de las células disminuyen. Esto sugiere que
la inhibicidén del transporte de tiamina depende de la
concentracién de etanol y que la malabsorcidn de tia-
mina puede ser intermitente dependiendo de la concen-

tracién de etanol (HOYUMPA,1980).

c) Vitamina B-12. E1 etanol induce la malabsorcidn de

vitamina B12 como se ha podido demostrar utilizando

el test de Schilling (LINDEMBAUM y LIEBER,1969). Estos
estudios sugieren que el etanol provoca una disminu-
cidén del factor intrinseco géstrico y de la captacidn

del complejo FI-B (LINDEMBAUM et al,1980), aunque

12
este Gltimo dato atn no ha podido ser confirmado.

d) Vitamina A. La absorcidén de vitamina A a través

del intestino es un proceso saturable pero no depen-

diente de energia, en experiencias realizadas en ratas
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(HOLLANDER y MURALHIDHARA,1977). En sujetos normales a
los que se administrdé etanol por via oral, se observd
una disminucidén del transporte de vitamina A Jjunto a

una disminucién de sus niveles séricos (RUSSELL,1980).

ALTERACION DEL TRANSPORTE DE MINERALES.

a) Calcio. El transporte de calcio a través del intes-

tino es un proceso activo y dependiente de la vitamina
D. AGn no se ha caracterizado totalmente dicho trans-
porte, aunque se sabe que es necesaria la presencia
de una ATPasa dependiente de Ca++y una proteina liga-
dora de Ca''(WILSON y HOYUMPA,1979).

La disminucidédn de este transporte por el etanol no
se realiza a través de una disminucibn de la osmolari-
dad, por una inhibicidén de la fosfatasa alcalina o
por el ayuno, sino a través de una disminucidn de la
ATPasa dependiente de Catt y Mgttdel borde ciliado o
bien de la actividad de la proteina ligadora de Cat*
(KRAWITT,1975).

En estudios realizados por KRAWITT et al.(1974) se
sugiere que el dafio producido por el etanol en el en-
terocito podria ser debido al defecto en el transporte
de cat?t

transporte de Ca'*t no estd restringido al intestino,

Este efecto inhibidor del etanol sobre el

ya que se ha cbservado un efecto similar en el tejido
cardiaco de perros tratados crbénicamente con etanol.

La captacidén y la unién del Catt por los microsomas
cardiacos enriquecidos con fragmentos de reticulo sar-
coplésmico, se inhibe reversiblemente por el etanol
(SWARTZ et al,1974).

b) Hierro. En ratas, el transporte de hierro es un

proceso activo (DOWLE et al,1960). Existen contradic-
ciones importantes acerca del efecto del etanol sobre
dicheo transporte, aunque parece que cuando se adminis-

tra etanol de forma crdnica ya sea "in vivo" o "in vi-
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tro" no se afecta el transporte intestinal de hierro

(WILSON y HOYUMPA,1979).

c) Cinc y Manganeso. El transporte de cinc a través

del yeyuno, en rata,es un proceso activo (KOWARSKI et
al,1974). El1 etanol ingerido crbnicamente, se suele
asociar con una disminucidén del transporte ileal pero
no duodenal de cinc (RUSSELL,1980). En cambio la ab-
sorcién de Mn*T aumenta con el etanol (SCHAFER et al,
1974), AGn no se conoce el mecanismo por el que se

produce este efecto.
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2.5.

2.5.1.

EFECTO DEL ETANOL SOBRE LA SECRECION INTESTINAL.

Si bien los fendmenos de secrecidn intestinal estén
bien establecidos, existe cierto desconocimiento sobre
los mecanismos que la producen.

Los datos existentes sobre los mecanismos de secre-
cibn intestinal son muy variables dependiendo funda-
mentalmente del fragmento sobre el que se ha realizado
el estudio y de la técnica utlizada.

El etanol produce un incremento de la secrecidn in-
testinal de agua y electrolitos cuando se administra
de forma crbnica a individuos con una adecuada alimen-
tacidén (MEKHJIAN y MAY,1977). Otros autores postulan
gue estas alteraciones se deben a un incremento del
flujo seroso-mucoso por elevacidn de la permeabilidad
al sodio, aunque estos resultados se puedan atribuir
a la secrecidn activa de sodio (KUO y SHAMBOUR,1978).

Al determinar los niveles de nuclebdtidos de adenina
en la mucosa y relacionarlos con la secrecidn intesti-
nal, parece confirmarse la hipdtesis de que la secre-

cidén inducida por el etanol esta mediada por el AMPc.

EFECTO DEL ETANOL SOBRE EL AMPc.

Posiblemente los secretagogos inducen la secrecidn
intestinal y la diarrea por alteracion de la estructu-
ra o de la permeabilidad de la mucosa.

Otro posible mecanismo de secrecibn intestinal es
la estimulacién de la adenil ciclasa a la queseguiria
una serie de reacciones bioquimicas intracelulares.
Este es el mecanismo postulado en el cblera clinico
o experimental (AL-WQATI et al,1973).Tras la unidén de
la enterotoxina colérica a su receptor en el borde ci-
liado de la membrana celular, se produce la activacidn
de la adenil ciclasa seguida de la produccidén de ANPc.

Los acontecimientos que ocurren entre la elevacidn
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de los niveles intracelulares de AMPc y la secrecidn
iénica (C1"yNa") en el lumen intestinal, a(n no se co-
noce con precisioén.

Hay trabajos que encuentran un incremento de 1los
niveles de AMPc en intestino delgado, tras la adminis-
tracibén de etanol. Postuldndose varios mecanismos po-

sibles para la activacién del sistema AMPc (Fig.4):

1) Alteracidn de la fluidez de la membrana. El etanol
puede cambiar la capacidad o el nUGmero de receptores
del borde ciliado de la membrana para un estimulo es-
pecifico. Estos cambios en la capacidad del receptor
han sido atribuidos a cambios de posicidédn del receptor
dentro de la membrana, cuando se altera la fluidez de
la membrana de los hematies (BOROSCHOV y SHINITZKY,
1976).

2) E1l etanol puede actuar como conexidn entre el recep-
tor y la unidad catalitica de la adenil ciclasa. Evi—
dencias experimentales demuestran que otros alcoholes
pueden estimular también la adenil ciclasa '"in vitro"
en animales (KREINER et al,1973) y en humanos (GREENE
et al,1971), posiblemente por interaccidén con la uni-

dad catalitica.

3) Incrementando los niveles tisulares de ATP, precur-
sores del AMPc, 1o cual activaria el sistema AMPc. Este
mecanismo parece poco probable ya que hay experiencias
realizadas en segmentos de intestino delgado de cobaya
y rata, tratadas agida o crdnicamente con etanol, que
muestran una disminucidén significativa del contenido
de ATP (CARTER e ISSELBACHER,1973).

4) Disminucién de la actividad de la adenil ciclasa

y de la fosfodiesterasa (enzima que cataliza la forma-

cibn de 5'AMP a partir de AMPc). Esta alteracidn de

p %
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las actividades de ambos enzimas alteraria el recambio
de AMPc, lo cual debe ser mads importante para la regu-
lacidén de las reacciones tisulares que los propios ni-
veles de AMPc (TAGUE y SHAMBOUR,1974).

5) E1 etanol puede afectar la interaccidn del AMPc con
la proteina quinasa y por tanto, interferir con la ca-
pacidad que tienen las fosfoproteinas dependientes de
proteina quinasa para estimular la bomba de Ca++ del
reticulo sarcoplésmico {(RETIG et al,1977), pero estos

estudios no se han realizado en el intestino.

6) El1 etanol puede afectar la accidén de la bomba de
iones por alteracidén de la ruta glucolitica. E1 AMPc
no puede causar secrecidn solo por accidbn directa so-
bre la bomba de iones, pero posiblemente lo haga a
través de una serie de reacciones productoras de ener-
gia, como la glucolisis (GREENE et al,1974).

Actualmente, las posibles acciones del etanol sobre
el sistema AMPc podrian ser consideradas como especu-
lativas, siendo necesario mas investigaciones para de-
terminar si alguno de los mecanismos de este sistema
juega un papel importante en los efectos biolbgicos
del etanol sobre el intestino delgado (WILSON y HOYUM-
PA,1979).
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Fig. 4.- Modelo de secrecidn intestinal de 1la toxina

colérica y 1lugares tedbricos de accidébn del etanol (R
y C son las subunidades reguladoras y cataliticas res-
pectivamente de la proteina quinasa; PP fosfoproteina
fosfatasa). Los numeros del 1 al 6 indican los posi-
bles lugares de interaccidén del etanol con el sistema
AMPc (Modificado de WILSON y HOYUMPA,1979).
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3.

EL PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO.

El peptido intestinal vasocactivo (VIP), es un octa-
cosapeptido aislado por SAID y MUTT en 1970 a partir
de intestino porcino. Debe su nombre al origen y a la
vasodilatacidén sistémica que producia en perros (SAID
y MUTT,1970).

Inicialmente estos autores propusieron la hipotesis
de que este péptido debia ejercer un papel de control
y regulacibn de la circulacibn espléacnica, pero la de-
mostracidédn de su localizacidn neuronal (LARSSON et alL.
1976) alterd sustancialmente la direccidn de las in-
vestigaciones hacia la posibilidad de que el VIP fuese
un neurotransmisor que Jjugaria un papel muy importante
en la neurofisiologia y la patogenia de ciertos cua-
dros clinicos.

Tuvo especial importancia, la caracterizacidn del
sistema receptor-efector para el VIP en un gran nlmero
de tejidos del organismo. Las células que poseian este
sistema receptor-efector formaba parte de tejidos méas
0 menos organizados, que se encontraban muy inervados
por fibras nerviosas no adrenérgicas, no colinérgicas,
que contienen VIP (fibras "vipérgicas'"). Sin embargo,
recientemente han aparecidoc trabajos donde se ha ca-
racterizado dicho sistema receptor-efector para VIP,
asi como la activacidén que este péptido produce sobre
las proteinas quinasas dependientes de AMPc en células
mononucleares sanguineas humanas (GUERRERO et al,1981-
1984), estas células estén libres y no se encuentran

inervadas.

ESTRUCTURA QUIMICA.

El VIP es un péptido de 28 aminodcidos (Pm 3.326)
secuenciado por sus propios descubridores (SAID y MUTT
1972)ysintetizado por BODANSKY et al(1974). Posterior-
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mente fue aislado del tracto gastrointestinal de pollo
(NILSON,1974-1975) y de res bovina (CALQUIST et al,
1979). Este Gltimo posee la misma secuencia de aminoé-
cidos que el porcino y el humano (ITOH et &1,1983),
mientras que el de pollo se diferencia en cuatro ami-
noacidos proéximos al extremo amino-~terminal. Poste-
riormente, OBATA et al.(1981) encontraron moléculas
precursoras de VIP sintetizadas a partir de lineas ce-
lulares de neuroblastomas humanos (pro-VIP) con un Pm.
17.500. Méas recientemente estos mismos investigadores
identificaron el producto de 1la traslacidn primaria
de RNAm que codifica el VIP (pre-pro-VIP) con un Pm
de 20.000.

El VIP se encuentra relacionado estructuralmente
con los péptidos intestinales de la familia secretina-
glucagbn. Asi, la secretina (27 aminocacidos) posee 9
aminoécidos en comGn con el VIP, el glucagdn (29 ami-
noacidos) tiene 6 en comin, el péptido inhibidor gas-
trico (GIP)(43 aminoécidos) tiene 3 en comin. Esta fa-
milia ha sido incrementada recientemente con el factor
liberador de hormona de crecimiento (GRF) y el péptido
histidina-isoleucina (PHI/PHM-27). E1 hpGRF (44 amino-
dcidos) ha sido aislado a partir de extractos tumora-
les pancraticos (GUILLEMIN et al,1982) tiene 9 aminoa-
cidos en comin con el VIP, el PHI (27 aminécidos) ais-
lado inicialmente a partir de extracto intestinal por-
cino (TATEMOTO y MUTT,1981), flue posteriormente obte-
nido del hombre (PHM-27) (BLOOM et al,1983) a partir
de extractos tumorales pancreéticos y difiere del PHI
porcino en 2 aminoidcidos, el que ocupa la posicidn 12
(lisina reemplaza a arginina) y el de la posicidn 27
(metionina reemplaza a isoleucina) (Fig.s5). El1 PHI
porcinc posee 13 aminoidcidos comunes con el VIP y el
PHM tiene 12. (Fig.s).

Recientemente, se ha encontrado que el PHM es co-

sintetizado por el mismo precursor que el VIP (ITOH
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et al,1983).

BODANSKY et al.(1974a)han propuesto que en la es-
tructura tridimensional del VIP, un tramo del péptido
adoptaria una disposicidén helicoidal semejante a la
de la secretina y el glucagbn. Actualmente se conoce
la existencia de variantes moleculares del VIP (DIMA-
LINE et al,1980).

Por otra parte, se ha visto que los detergentes a-
nidénicos y los lipidos inducen la formacidn de una hé-
lice en el VIP, en la secretina y en el glucagdbn (RO-
BINSON et al,1982), postulandose que este segmento he-
licoidal puede Jjugar un papel fisiolbdgico importante,
ya que puede modificar la interaccidn del VIP con su

receptor.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
hpVIP: His-Ser—Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Lys—-Gln-Met-Ala-Val-Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-Ile-Leu-Asn.

SECRETINA: His-Ser-Asp-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Glu-Leu-Ser-Arg-Leu-Arg-Asp-Ser-Ala-Arg-Leu-Gln-Arg-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val.

GLUCAGON: His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn—

hpGIP: Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-lle-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met-Asp-Lys-Ile-His-Gln-Gln-Asp-Phe-Val-Asn-Trp-Leu-Leu-Ala-

pPHI: His—Ala—Asp—Gly—Val—Phe-Thr—Ser—Asp—Phe—Ser-Arg—Leu—Leu—Gly—Gln—Leu—Ser—Ala—Lys—Lys—Tyr—Leu—Glu—§g£—Leu—Ile.

hpPHM: His-Ala-Asp-Gly-Val-Phe-Thr-Ser-Asp-Phe-Ser-Lys—Leu-Leu-Gly-Gln-Leu-Ser-Ala-Lys-Lys—Tyr-Leu-Glu-Ser-Leu-Met.

hpGRF : Tyr—Ala—Asp—Ala—Ile—Phe—Thr—Asn—Ser—Ilg—Arg—Lys—Val—Leu—Gly—Gln—Leu—Ser—Ala—Arg—LXs—Leu—Leu—Gln—Asp—Ile—Met—Ser—

Fig. 5.- Secuencia de aminoacidos del VIP, en la que se
muestran los aminodcidos comunes con el resto de las
hormonas de la familia del glucagdn-secretina. (Sélo
j§§§gg:\ se muestran los primeros 28 aminoicidos del glucagbdn,
L T GIP y GRF).
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3.2.EL VIP COMO NEURQTRANSMISOR.

El patrdén de distribucién y liberacidén del VIP su-
giere que este no es una hormona en el sentido clésico
descrito por BAYLISS y STARLING (19C2), sino que este
actGa como un agente ,.racrino o como modulador de la
actividad neurcnal intrinseca. La idea de que un pep-
tido pueda actuar como neurotransmisor no es nueva,
ya en el afio 1931 VON EULER y GADDUN identificaron un
peptido fisiolbgicamente activo, la sustancia P, en
el sistema nervioso central y periférico. Posterior-
mente se han encontrado otros peptidos también activos
como la angiotensina II, TRH, LHRH, oxitocina, ACTH,
somatostatina, etc. (BARKER,1976; HORFELT et al,1978).

Para establecer el papel neurotransmisor o neuromo-
dulador del VIP se debian satisfacer una serie de cri-
terios presentes en todos los neurotransmisores (FAH-
RENKRUG, 1980) :

a) Estar presente en las neuronas y concentrado en las
terminaciones presinépticas.

b) Poseer mecanismos especificos en las neuronas para
su sintesis y su inactivaciébn.

c) Ser 1liberado por estimulacién de la terminacién
presinéaptica.

d) Tener alguna accidn sobre la porcidn postsinéptica.
e) La accidén sinéptica del VIP deberia bloquearse por
antagonistas especicicos del mismo tipo Que el resto
de los neurotransmisores.

f) Se debe demostrar un receptor especifico para el
VIP en las membranas postsinépticas.

Quizés el UGnico criterio que le falta al VIP para
ser totalmente considerado como un neurotransmisor sea
la existencia de antagonistas fisioldgicos que inhiban
su accidén. En este sentido, se apunta a la somatosta-
tina como su posible antagonista (FAHRENKRUG,1980).
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3.3. EL VIP EN EL TRACTO GASTROINTESTINAL.

Si bien el VIP fue considerado inicialmente como
un péptido de accidn exclusivamente intestinal, cuya
sintesis se realizaba '"in situ'", POLAK (1974), utili-
zando un antisuero especifico demostrd la presencia
del péptido practicamente a todo lo largo del tracto
intestinal. Sin embargo, actualmente, se identifica
al VIP en terminaciones nerviosas, no solo del tracto
digestivo, sino también en los méas variados sistemas
del organismo. Las terminaciones '"vipérgicas'" son muy
abundantes en el tracto gastrointestinal, tanto a ni-
vel de mucosa, submucosa y musculatura lisa como en
las proximidades de los vasos sangulneos. El1 origen
de estas fibras se encuentra en los propios ganglios

linfaticos de los plexos nerviosos gastrointestinales.

a) Glandulas salivales. Se han descrito terminaciones

nerviosas conteniendo VIP a nivel de las gléandulas sa-
livales (UDDMAN et al,1980). A este nivel, el VIP es-
timula la secrecidén salival jugando un papel comple-
mentario con la acetilcolina (LUNDBERG et al,1981).
Asimismo, se ha visto que el VIP induce la formacidn
de AMPc a nivel de la gléndula submandibular del gato,
y que esta accidn se ve potenciada por el carbacol
(ENYEDI et al,1982). Por Gltimo, se sabe que posee una
accidédn vasodilatadora sobre los vasos sanguineos que
irrigan las gléndulas salivales (SCHIMIZU y TAIRA,
1979).

b) Esdfago. Se han descrito terminaciones '"vipérgicas"

a nivel del esdéfago, donde el VIP tiene una accidn re-
lajante sobre la musculatura lisa de la pared esofagi-
ca (UDDMAN et al,1978) y sobre el esfinter esoféagico
inferior (RATTAN et al,1977), pero no en estado de

reposo, sino tras la contraccidn producida por carba-
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milcolina o pentagastrina.

Dentro del campo de la patologia, se ha encontrado
gue pacientes afectos de achalasia poseen un numero
menor de fibras '"vipérgicas'" asi como una menor con-
centracién de VIP a nivel del 1/3 inferior del esdéfa-
go, por lo que se especula con que el péptido inter-
venga en la patogenia de esta enfermedad (AGGESTRUP
et al,1983).

c) Estbmago. También se han descrito fibras que con-
tienen VIP a nivel del estbémago (KUWAHARA et al, 1983),
A nivel de la musculatura lisa gastrica, el VIP induce
una relajacién (KONTUREK et al,1975), postuléandose

que el VIP es un neurotransmisor inhibidor a nivel ael
estbébmago humano (DE CARLE et al,1982).

En 1o que se refiere a la funcidn secretora, el VIP
inhibe la secrecibdn acida estimulada por la pentagas-
trina (SCHORR et al,1974), ihgestién de alimentos (VI-
LLAR et al,1976) o histamina (BARBEZAT y GROSSMAN,
1971). Esta inhibicién se acompafia de una reduccidn
del flujo sanguineo en la mucosa, tal y como se aprecia
mediante el aclaramiento con aminopirina (KONTUREK et
al,1976).

En rata, el VIP, asi como la secretina y el gluca-
gbn, inducen una inhibicibn en la secrecidn de gastri-
na, posiblemente mediada por la liberacidén de somatos-
tatina géstrica (CHIBA et al,1980).

En fundus y antro gastrico de cobaya, el VIP, his-
tamina, prostaglandina E y somatostatina (S-14 y S-28)
regulan tanto la produccidén de AMPc (GESPACH et al,
1983) como la actividad de la protina-quinasa depen-
diente de AMPc (MANGEAT et al,1982).

En el hombre, el VIP estimula la produccidédn de AMPc
en glandulas gastricas aisladas de adulto (DUPONT et
al,1980) y de fetos de 15 semanas de gestacidn (GEs-
PACH et al,1981).
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d) Intestino delgado y grueso. En. el intestino

delgado y grueso también han sido descritos gran
‘cantidad de terminaciones "vipérgicas" (LARSSON et al,
1979) a nivel de la léamina propia y capa muscular sub-
epitelial (GAGINELLA et al,1979). Una vez liberado el
VIP, este actuaria sobre receptores especificos de
membrana en 1los enterocitos, tanto en humanos como en
otros vertebrados (REINECKE et al,1981) (Fig.6).

Fisiolbégicamente, el VIP desempefia dos importantes
funciones a nivel intestinal. En primer lugar, induce
una relajacidén de la musculatura lisa (SAID y MAKHLOUF
1974). En segundo lugar, el VIP estimula de una forma
dosis dependiente la secrecidén intestinal, aumentando
el flujo de agua, Ndk, Kq'y especialmente de Cl , ha-
cia 1la 1luz intestinal (BARBEZAT y GROSSMAN,1971),
siendo este efecto més acentuado en yeyuno que en
ileon (BARBEZAT,1973) (Fig.7). Igualmente, este efecto
es muy importante a nivel de mucosa cdlica (WALDMAN
et al,1977).

e) Pancreas. También se han descrito en el pancreas

fibras "vipérgicas" (SUNDLER et 2l1,1978). La inyeccidn
intravenosa de VIP provoca un aumento de la secrecidn
exocrina con un aumento de la concentracidén de bicar-
bonato (SAID y MUTT,1972) tanto en mamiferos como en
aves.

La secrecidn enzimé&tica no parece alterarse por
efecto del VIP en el gato y en el perro (KONTUREK et
al,1975) pero si en el cobaya y la rata (ROBBERECHT
et al,1977).

f) Higado. En este 6rgano es degradado la mayor parte

del VIP secretado por el tracto gastrointestinal hacia
la sangre portal (MISBIN et al,1982). E1 VIP parece
unirse a los receptores de alta afinidad del hepatoci-

to, siendo probablemente introducido y degradado por
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por los lisosomas. Se postula que esta captacidn del
VIP por el hepatocito sirve para prevenir los efectos
sistémicos que produce el péptido (MISBIN et al,1982).

En el higado, al igual que en el tejido adiposo,
aln no se han descrito terminaciones '"vipérgicas'. Sus
efectos parecen ser similares a los ejercidos por el
glucagbdn, estimulando la glucogenolisis y la gluconeo-
génesis (FELIU et al,1983) con una potencia del 35-40%
a la del glucagbdn.

g) Vesicula biliar. Este 6rgano también posee fibras

"vipérgicas" (SUNDLER et al1,1977) produciendo un au-

mento de la secrecidn de agua y electrolitos, asi como

la relajacidén de su musculatura lisa.

h) Circulacidn mesentérica. Ya desde su descubrimiento

el VIP se mostrd como un potente vasodilatador de la
circulacién mesentérica (SAID y MUTT,1970). Este efec-
to se debe a la accidbn relajante que ejerce sobre la

musculatura lisa de la pared vascular.
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Fig. 6.- Distribucién de fibras VIP-inmunoreactivas
en células del epitelio intestinal (GAGINELLA et al,
1978).
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Fig. 7.- Mecanismo de accidén del VIP en las células
del epitelio intestinal (LABURTHE et al,1979).
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3.4.VIP Y DIARREA.

Si bien el VIP fue inicialmente considerado como
una hormona gastrointestinal por su analogla estructu-
ral con el glucagbn y secretina, pronto fue locali-
zado en las terminaciones nerviosas de numerosos teji-
dos del organismo, desempefiando el papel de neuromodu-
lador o neurotransmisor.

Existe una asociacidn entre algunos ciertos tumores
endocrinos pancredticos y los neuroganglioblastomas
con una profusa y grave diarrea acuosa, como en el
sindrome de Verner Morrison que se acompafia de hipoca-
liemia y aclorhidria asociados con un tumor productor
de VIP ("vipoma"). Ya en 1973, BLOOM et al , hallaron
una fuerte elevacidén de VIP en el plasma y en extrac-
tos tumorales de estos pacientes, postulando que el
VIP era tanto un marcador del sindrome como la causa
de algunas complicaciones metabdlicas observadas.

En experiencias realizadas "in vivo", el VIP esti-
muld la actividad de la adenil ciclasa, incrementando
los niveles de AMPc en el intestino delgado humano
(SCHWARTZ et al,1974; KLAEVEMAN et al,1975) y posee
efectos sobre el movimiento de agua y electrolitos
(KREJS y FORDTRAN,1980). Esta secrecidén de agua y
electrolitos produce diarrea en animales (KANE et al,
1983) y en humanos (SCHAFFALITZKY DE MUCKADELL et al,
1977).

Trabajos recientes muestran que cuando se inyectan
dosis de VIP a animales de experimentacidn, se produ-
ce glucogenolisis, hipercaliemia, relajacidén de la
musculatura lisa de la vesicula biliar, inhibicidén de
la secrecidn de HCOé pancreatico y secrecidn del in-
testino delgado asociado con una elevacidén de las con-
centraciones de AMPc en mucosa intestinal. Cuando se
inyectan a cerdos concentraciones de VIP similares a

las encontradas en el plasma pacientes afectos de vi-
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pomas, aparece diarrea (MODLIN et al,1978).

En humanos, estos trabajos han sido realizados por
KREJS et al (1980) utilizando segmentos de 40 cm de
yeyuno, encontrandose una inhibicidén de la absorcidn
de agua y Na+ , asi como un aumento de la secrecidn
de Cl™, en contra de un gradiente quimico y eléctrico.

Estas mismas experiencias realizadas con colon com-
pleto, dieron como resultado la inhibicidn de la ab-
sorcién de agua, Na* y Cl , pero se activdé la secre-
cién de HCOQ. KANE et al (1983), inyectando VIP a 5
voluntarios durante 10 h a concentraciones similares
al de los pacientes con vipomas, ocasionaron en todos
diarrea. E1 contenido fecal de estos individuos, po-
seia muy altas concentraciones de Na+ y HCO ., el pH
fecal estaba elevado y disminuyeron 1los niveles de
HCOé plasméticos, la grasa no se excretaba en exceso.

Por todo ello, es razonable atribuir, al menos en
parte, 1la secrecidén intestinal y la diarrea acuosa
observada en pacientes con tumores pancreédticos endo-
crinos y ganglioneuroblastomas a las elevaciones plas-
maticas de VIP. Otras alteraciones bioquimicas como
acidosis, hipocaliemia, azotemia prerrenal y posible-
mente la hipofosfatemia, se producen como consecuencis
de la intensa diarrea.

Por el contrario, se ha postulado que la secretina
el VIP y las prostaglandinas pueden ser también res-
ponsables de estas alteraciones, pero no hay eviden-
cias de que dichos tumores secreten estos compuestos.
Sin embargo, el polipéptido pancreidtico se encuentra
en altas concentraciones en tumores endcocrinos pan-
creadticos, pero no existen evidencias de que cause
diarrea. E1 PHI-27 descrito recientemente (TATEMOTO
y MUTT,1981), se encuentra elevado en plasma, en pa-
cientes con vipomas. Sin embargo, no se sabe si puede
causar diarrea en el intestino humano. Estos polipép-

tidos neurales son buenos marcadores plasmiticos de
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vipomas y ambos podrian contribuir a la intensa secre-

cidén diarreica (BLOON et al,1983).

49



3.5.

MECANISMO DE ACCION DEL VIP.

El mecanismo de accidn de una hormona se puede de-
finir como la forma particular en que interacciona con
una determinada célula diana sobre la que induce una
serie de cambios metabblicos gque dan como resultado
final un efecto bioldgico.

El VIP, como otras hormonas polipeptidicas, posee

para ello tres etapas:

a) Interaccidén del péptido con receptores especificos

situados en la membrana plasmitica de la célula diana.

b) Activacidén de un sistema adenil ciclasa que se en-

cuentra acoplado funcionalmente al receptor.

gl Activacidén de un sistema de proteina quinasa depen-
diente de AlMPc.

Este es el esquema cléasico del mecanismo de accidn
de las hormonas polipeptidicas (Fig.8), ampliado por
los trabajos de RODBELL (1980) sobre el papel de 1los

nucledétidos de guanina.

RECEPTORES.

Como otras hormonas peptidicas, el VIP se une a re-
ceptores situados en la membrana plasmatica de las cé-
lulas diana. Esta interaccidn hormona-receptor cumple
las propiedades descritas por FREYCHET (1976) en cuan-
to a afinidad, reversibilidad, saturabilidad, especi-
ficidad y acoplamiento a un efecto bioldgico.

El nGmero de tipos celulares en los que se han en-
caracterizado receptores para VIP es muy amplio, uti-
lizando como modelo experimental membranas plasméaticas

purificadas o células aisladas.
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Salvo en contadas ocasiones (TAYLOR y PERT,1979),
se describe en todos 1los tipos celulares estudiados
la existencia de dos poblaciones de receptores: una
de alta afinidad (Kd 0'5-4'0 nM) y otra de baja afini-
dad (Kd 50-200 nM, (CHRISTOPHE et al,1976; PRIETO et
al,1979,81 y 83; GUERRERO et al,1981). De estos, sélo
los receptores de alta afinidad se encuentran acopla-
dos al sistema adenil ciclasa, e incluso se han reali-
zado estudios sobre los diferentes efectos que tiene
la tripsina en estos dos tipos de receptores (SARRIEAU
et al,1983). Un dato importante en el estudio de re-
ceptores'es valorar si la modificacidn que ocurre en
ciertas condiciones fisiopatolbgicas es en su nlmero
o en su afinidad.

En enterocitos de rata, los receptores para el VIP
aumentan progresivamente desde el nacimiento hasta las
dos semanas de edad, en que se estabilizan (ROBBERECHT
et al,1979).

ACTIVACION DEL SISTEMA ADENIL CICLASA.

El acoplamiento del VIP a su receptor activa el
sistema adenil ciclasa, de forma que se produce un
aumento en la concentracién intracelular de AMPc. El
AMPc actuaria por tanto como el segundo mensajero del
VIP. Este aumento del AMPc por accidén del VIP esté
descrito en muchos sistemas celulares, incluso en al-
gunos para 1los que no se han caracterizado aln 1los
receptores.

En la mayor parte de los casos estudiados el efecto
del VIP es dosis dependiente, obteniéndose la mitad
de la estimulacidédn méxima (Km) a una concentracioéon del
péptido que oscila entre 0'2 y 0'5 nM segin los tipos
celulares. Estos valores son muy similares a los de

la constante de disociacidén (Kd) de los receptores de
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alta afinidad para las mismas células, por lo que se
postula que sblo estos receptores estén acoplados al
sistema adenil ciclasa, y por tanto, son capaces de
continuar la cascada de reacciones que culminan con
el efecto bioldbégico (PRIETO et al,1981; RAMIREZ-CARDE-
NAS et al,1981).

ACTIVACION DE QUINASAS.

El AMPc producido por el estimulo del VIP es capaz
de activar determinadas proteinas quinasas que, proba-
blemente, catalizan la fosforilacidén de otras protei-
nas intracelulares.

La caracterizacibdn de estas proteinas quinasas se
ha realizado en diversos tejidos, entre los que se en-
cuentra el epitelio intestinal (LABURTHE et al,1979a).

El rango de concentraciones de VIP que provoca esta
activacidén (Km 0'l-1 nM) es en todos los casos similar
a los que permite la produccidén de AMPc (Km 0'2-5 nM)
y la Kd de los receptores de alta afinidad (Kd 0'5-4'0
nM). Esto parece indicar que las tres etapas estan a-
copladas en cadena segin el postulado clésico para el

mecanismo de accidn de hormonas polipeptidicas.

ACOPLAMIENTO RECEPTOR-EFECTOR.

Desde hace tiempo (RODBELL,1971) se conoce la impli-
cacién de los guanil nuclebétidos (fundamentalmente
GTP) en el acoplamiento de los receptores hormonales
con la adenil ciclasa, utilizando un sistema de gluca-
gbn y membranas plasmiticas aisladas de hepatocitos
de rata. Tras la realizacibn de numerosos trabajos so-
bre este tema (ABRAMOWITZ et al,1979; RODBELL,1980) se
ha llegado a la conclusién de que existen proteinas
reguladoras en la membrana plasmética que se unen es-

pecificamente al GTP y dan lugar al acoplamiento entre
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los receptores y la adenil ciclasa, originandose una
estimulacién (glucagdn, VIP, ACTH, catecolaminas via
receptores p-adrenérgicos, etc.) o una inhibicidn
(catecolaminascx—adrenérgicos, opiaceos, agentes coli-
nérgicos via receptores muscarinicos, etc.) de la pro-
duccién de AMPc.

En la cara externa de la membrana esta localizado
el receptor (R) que se uniré especificamente a hormo-
nas o neurotransmisores. En la cara interna de la mem-
brana estd la unidad catalitica (C) y el componente
regulador (N), conteniendo este Gltimo un sitio de
unidén para el GTP (Fig.9). Se han logrado distinguir
funcionalmente dos tipos de proteinas reguladoras N:
unas que act@an activando la adenil ciclasa (Ns) y
otra que la inhiben (Ni), siempre con la intervencidn
del GTP. Cada tipo parece estar unido a clases separa-
das de receptores para hormonas y neurotransmisores.

En estado de reposo, los receptores de membranas
(R) se encuentran formando complejos oligbmeros con
dichas proteinas GTP-dependientes (N), impidiendo a
éstas que se unan al GTP. AL unirse la hormona al re-
ceptor, se produce una disociacién del oligdémero en
mondémeros, lo que permitiria la unidén del GTP a las
citadas proteinas reguladoras que posteriormente in-
teraccionarian con la adenil-ciclasa (C) para formar
el holoenzima activo (Fig.10). Dependiendo del tipo
de proteina reguladora unida a (C), el holoenzima dara
lugar a un aumento o disminucidén de la produccidbn de
AMPc., ,

Previamente a 1la hipdtesis de conjunto planteada
por RODBELL(1980), existia confusidén en la literatura
a cerca de la posibilidad de que hubiese dos tipos de
subunidades reguladoras N, ambas dependientes de GTP,
una (Nl) unida al recepfor y la otra (N2) a la adenil
ciclasa. La existencia de estas dos subunidades Nl Yy

N2 se postuld a partir de estudios sobre preparaciones
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Fig. 9.- Modelo de la composicidn molecular del siste-
ma receptor-efector para hormonas polipeptidicas (As
y Al agonistas estimulador e inhibidor; Rs y Ri unida-
des receptoras estimuladora e inhibidora; Ns y Ni uni-
dades reguladoras de estimulacidén e inhibicidn, con
sus subunidades « y p ; C subunidad catalitica del en-
zima) (Modificado de TOMLINSON et al,1985).
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de membranas solubilizadas con detergentes con poste-
rior separacién por filtracidédn del complejo hormona-
receptor y del enzima (WELTON et al,1977). Ambas for-
mas separadas (receptor y enzima) permanecen sensibles
a los efectos de los guanil nucledbdtidos, lo que parece
indicar que el receptor estaria asociado a un regula-
dor N, distinto del unido a la unidad catalitica N,.
Otros trabajos (LAD et al,1977) han demostrado di-
ferencias en las propiedades funcionales de N1 y N2.

Estas son las siguientes:

1) Las afinidades aparentes de los andlogos del GTP

para N son mucho mé&s bajas que para N2.

1
2) Los quelantes inhiben la accidén de los guanil nu-

clebtidos en N2 pero no en N

1
3) La fosfolipasa C suprime la accibén de GTP sobre N2
pero no sobre Nl'

Estos descubrimientos indican ciertas diferencias
estructurales en los sitios de unidén del GTP, pero no
prueban que N1 y N2 sean proteinas diferentes. Por
ejemplo, es posible que Nl y N2 sean proteinas idénti-
cas que presentan propiedades funcionales y estructu-
rales diferentes cuando se unen al receptor y al enzi-
ma respectivamente.

Estas diferencias podrian explicarse proponiendo
la existencia de formas heterogéneas de N asociadas
con los restantes componentes del sistema (RN, NC,
RNC) que tuvieran diferentes propiedades en cuanto a
afinidad y a la accidén de los guanil nucledbdtidos.

El modelo clésico de mecanismo de acciédn hormonal
aceptado durante afios propone que la hormona (H) se
une a su receptor especifico (R) formandose el comple-

Jjo hormona-receptor (H-R), siendo éste el responsable
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de la activacién de la adenil ciclasa (E) con la con-

siguiente produccidén de AMPc.

H+ Re——--—reno—— » HR
HR + F #———cee = » HRE
v
ATP ----» AMPc+PPi
++
Mg

Sin embargo, el modelo general propuesto por
de las acciones de hormonas y GTP sobre efectores ta-
les como adenil ciclasa (u otros), se puede esquemati-

zar del siguiente modo:

H+ RN 4———cec— » HRN*
HRN*+ GTP €#—-———-—---——-——- » HRN.GTP--+H+RN-.GTP
HRN:GTP+C €#---————————— » HRNC

(Holoenzima activo)
GTP

ATP ~=—-+ AMPc+PPi
++
Mg

donde la unién de la hormona al receptor da lugar a
la activacidén de N a una forma N*capaz de unir al GTP
con la formacidédn de un complejo HNR:GTP que se acopla
a C para formar el holoenzima activo. Debido a efectos
heterotdépicos negativos del GTP, disminuye la afinidad
del receptor hacia la hormona cuando N se une al GTP.

Aunque para el sistema receptor-efector del VIP ain
no se ha podido comprobar experimentalmente todo 1lo
anteriormente expuesto, el GTP potencia la accidn del
VIP como estimulante de la produccién de AMPc, asi co-
mo tiene un efecto heterotdpico negativo sobre el re-
ceptor, disminuyendo su afinidad hacia el péptido (RA-
MIREZ-CARDENAS et al,1981).

58



3.5.5. HIPOTESIS ACTUAL SOBRE EL MECANISMO DE ACOPLAMIENTO
RECEPTOR-EFECTOR.

Desde los trabajos de ABRAMOWITZ et al.(1979) y RO-
BELL (1980) se conoce la existencia en la membrana
plasmdtica de unas proteinas reguladoras (N &6 G) que
unen nucledtidos de guanina (fundamentalmente GTP) y
que dan lugar al acoplamiento entre receptores y ade-
nil ciclasa. Se han logrado distinguir dos tipos de
proteinas reguladoras: una que actGa activando a 1la
adenil ciclasa (Ns 6 Gs) y otra que la inhibe (Ni 6
Gi), siempre con la intervencién del GTP. Cada tipo
de proteina parece estar unida a una clase especial
de receptor.

Actualmente se han realizado profundas investiga-
ciones sobre las caracteristicas estructurales y fun-
cionales de estas proteinas reguladoras, siendo la més
estudiada el componente regulador inhibidor (Ni &6 Gi).
En este sentido destacan los trabajos de los grupos
de GILMAN (BOKOCH et al1,1984) y de BIRNBAUMER (HILDE-
BRANDT et al,1984), los cuales han aislado y estudiado
el componente Ni a partir de higado de conejo, plaque-
tas y hematies humanos.

Tanto Ni como Ns se han revelado como proteinas
complejas formadas por dos subunidades: una subunidad
X (Pm 40-42 kilodaltons) y una subunidad B (Pm 35 ki-
lodaltons). La subunidad « de ambos tipos de proteinas
son muy diferentes entre si, en contraposicién a 1la
subunidad_p que son funcionalmente iguales. El1 grupo
de BIRNBAUMER (HILDEBRANDT et al,1984) postula la exis-
tencia de una tercera subunidad denominada ¥ . Esta
subunidad ¥ seria un pequefio péptido (Pm 5 kilodaltons)
con una actividad funcional actualmente desconocida.
Estas proteinas diméricas se disocian en sus unidades
componentes en presencia de nucledtidos de guanina,

Mg2+,Al3+ 6 F y es la subunidad « la que liga con al-
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ta afinidad al GTP. Esta unién de la subunidad « al
GTP es Mg2+—dependiente y, préacticamente, es irrever-
sible en presencia de dicho catidén. El1 GTP se disocia
rapidamentede su sito de unibdn en ausencia de Mg2+.

En la actualidad se sabe que la toxina pertGsica
("islet activating protein" o IAP) anula la inhibicidn
GTP-dependiente que realiza Ni sobre la adenil ciclasa.
Este efecto bloqueante de la inhibicidn se debe a que
la IAP cataliza la ADP-ribosilacién de Ni, més concre-
tamente, de su subunidad .

Teniendo como base todo lo anteriormente expuesto,
la hipbdtesis actual sobre el mecanismo de accidn de
estas proteinas reguladoras seria, al menos en lo que
se refiere al mecanismo de accidén de Ni, el siguiente:
cuando la hormona interactla con su receptor, se pro-
duce la disociacidén de Ni en sus dos subunidades K y
ﬁ. La subunidad B de Ni interactGia con la subunidad
« de Ns, produciéndose en ese momento la inhibicidn
de la adenil ciclasa. La ADP-ribosilacidén de la sub-
unidad «« de Ni parece prevenir que los nucledtidos de
guanina induzcan la disociacidén de Ni en sus dos sub-

unidades componentes (Fig. 9 ) (TOMLINSON et al,1985).
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4.0BJETIVOS.

Es bien conocido que en los sujetos alcohdlicos
aparecen alteraciones gastrointestinales, entre 1los
que destaca la diarrea. El origen de la misma no es
conocido.

Por otra parte, el sindrome de Verner Morrison cur-
sa con diarrea, posiblemente causada por un exceso de
VIP en el intestino (MODLIN et al,1978; KANE et al,
1983). Estos efectos han podido ser simulados en el
hombre por la infusibén intravenosa prolongada de VIP.

En el presente trabajo se pretende estudiar las al-
teraciones intestinales provocadas por la ingesta cro-
nica de etanol y la implicacidén del sistema receptor-
efector para VIP a nivel de las células del epitelio
intestinal.

-Por todo 1lo anteriormente expuesto, 1los objetivos

del presente trabajo serian los siguientes:

l1.- Conseguir un modelo experimental de ratas tras una

ingesta crbénica de etanol.
2.- Estudiar en este modelo experimental, la membrana
del enterocito en lo que se refiere a la unidn del

VIP a su receptor especifico.

3.- Dilucidar el posible papel del VIP en los entero-

citos mediante la produccidén del AMPc.
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II.MATERIAL Y METODOS




1.DISENO EXPERIMENTAL.

Para 1la realizacidén del presente trabajo, se ha

utilizado como modelo experimental ratas sometidas a

una ingestae aglda y crdnica de etanol, distinguiendose

en el mismo las sigulentes etapas:

1.- Caracterizacién del modelo experimental de ratas

sometidas a una ingesta crdnica de etanol, para 1lo que

se determinarén los siguientes parémetros:

a) Aporte caldrico.

b) Crecimiento ponderal.

¢c) Niveles de alcoholemia.

d)

Estudio anatomo-patoldgico del parénquima hepa-

tico y del epitelio intestinal.

2.— Estudioc del sistema receptor-efector para VIP en

enterocitos. Para ello se realizaran dos tipos de ex-

periencias:

a)

b)

Caracterizacidén cinética y estequiométrica de
la unidén del VIP a su receptor de membrana.
Estudio de la produccidén de AMPc estimulada por
el VIP.

3.~ Estudiar en ratas sometidas a ingesta agida de

etanol, los siguientes parametros:

a)

b)

Porcentaje de unidn méxima del 125I—VIP a sus

receptores especificos en enterocitos aislados.
Cuantificacidn de los niveles de AMPc en 1la mu-

cosa intestinal.
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2.

CARACTERIZACION DEL MODELO EXPERIMENTAL.

2.1. ANIMALES.

Se han empleado ratas wistar-albino machos de 2 me-
ses de edad, con un peso aproximado al comienzo de las
experiencias de 200 g.

Con estas se formaron dos grupos:

a) Grupo control: ratas alimentadas con una dieta es-

tandar para animales de laboratorio y, como bebida,

agua.

b) Grupo Alcohdlico: ratas alimentadas con una dieta

esténdar (igual al grupo control). En este grupo el
agua fue sustituida por una solucidn acuosa de etanol

que fue instaurado del siguiente modo:

12 semana: etanol al 5% en agua (39'5 g/1).
22 semana: etanol al 10% en agua ( 79 g/l).
32 semana: etanol al 15% en agua ( 118 g/1).

48 semana: etanol al 20% en agua ( 158 g/1).

El etanol utilizado para la preparacidén de las so-
luciones acuosas fue alcohol etilico absoluto purisi-
R
mo {(Panreac ).
Los animales fueron alimentados "ad libitum" y tu-

vieron libre acceso al agua o etanol segin los grupos.

CONTROL DEL APORTE CALORICO.

Para controlar el aporte caldrico a los animales,
se pesd el alimento aportado como dieta estandar cada
2-3 dias, calculandose posteriormente la cantidad me-

dia de calorias consumidas por rata y dla.
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DIETA

Kcal/g g/Kg Kcal/Kg
Glacidos 4 420 1680
Lipidos 9 85 765
Proteinas 4 190 760

Segin se observa en el esquema anterior las ratas
ingieren un total de 3205 kcal/Kg de dieta estandar.

Sin embargo, el valor energético de la bebida es
diferente dependiendo del grupo que se estudie. Asi
el grupo control no tiene aporte caldrico adicional
por la bebida, ya que estas beben agua. En cambio, el
grupo alcohdélico al beber una solucidn acuosa de eta-
nol, poseen un aporte adicional de 7 Kcal/g de etanol.
Por ello, se midid el volumen de etanol ingerido por
estas cada 2-3 dias, realizandose finalmente el calcu-
lo de la cantidad media de calorias aportadas por la

bebida a cada rata y dia.

ETANOL g/l Kcal/l
20% 158 1106
15% 118 836
10% 79 535

5% 38'5 276'5
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2.3. CRECIMIENTO PONDERAL.

Para realizar la curva ponderal de crecimiento de
los dos grupos de ratas estudiados, se pesaron a los
animales cada 2-3 dias desde el comienzo de las expe-
riencias hasta el momento de ser sacrificadas para 1la

experimentacibn.

2.4.NIVELES DE ALCOHOLEMIA.

En el momento de sacrificar a los animales para la
realizacidn de las experiencias se les tomd una mues-
tra de sangre por puncidn intracardiaca, para la de-
terminacién de la alcoholemia.

La alcoholemia fue determinada mediante la utiliza-
cién de kits Test-Combination, Alcohol sanguineo.
Ne¢ 123.960, de BOEHRINGER-MANNHEIM GmbH.

2.5.ESTUDIO ANATOMO-PATOLOGICO HEPATICO E INTESTINAL.

Tras el sacrificio de los animales, se les extrajo
unas muestras de higado y un segmento de aproximada-
mente 5 cm. de intestino delgado (yeyuno). Estas mues-
tras fueron introducidas rapidamente en viales que
contenian una solucidén acuosa de formaldehido al 10%
y enviadas al Departamento de Anatomia Patoldgica de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Sevilla

para su estudio microscépico.
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3. AISLAMIENTO DE ENTEROCITOS.

El aislamiento de enterocitos se realizd siguiendo
la técnica de PRIETO et al.(1979).

a) Reactivos:

- Solucidén acuosa de NaCl 1'4 %

- Solucidén acuosa de NaCl 2'0 %

- Solucidn acuosa de NaCl 1'4 %, EDTA
2'5 mM, pH 7'5.

- Solucidn acuosa de NaCl 0'9 %.

b) Método:

- Inmediatamente después del sacrificio de la rata
se abre la cavidad abdominal de donde se extrae un
segmento de intestino delgado comprendido desde el
ligamento de Treitz hasta aproximadamente 10 cm antes
de su desembocadura en el ciego. Con este segmento
procederemos de la siguiente forma:

- Se lava con una solucidn acuosa de NaCl 1'4 % muy
fria. Los siguientes pasos se realizaran a 4°C.

- Insertar en una varilla de vidrio para volverlo
del revés.

- Llenar con una solucidén de NaCl 2 % para exponer
las vellosidades. Cerrar el segmento de intestino por
los extremos.

- Introducir en 100 ml de una solucibébn de NaCl
1'4 %, EDTA 2'5 mM, pH 7'5. Agitar manualmente 10 min.

- Sacar el intestino y centrifugar la suspension
celular a 500xg durante 5 min.

- Lavar con 100 ml de NaCl 0'9 %. Centrifugar nue-
vamente a 500xg durante 5 min.

- Afiadir 5 ml de NaCl 0'9 % al precipitado obtenido

de la centrifugacidn anterior.
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- Agitar intermitentemente cada 2 min durante 10
min y volver a centrifugar.

- Realizar el proceso anterior 3 veces.

- Pesar el contenido celular y resuspender en NaCl
0'9 % de tal forma que quede a una concentracidn final
de 50 mg/ml. Utilizar la suspensidén celular inmediata-

mente en la experiencia que se va a realizar.
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3.1. VALORACION DEL DNA.

Se realizb mediante determinacidén fluorimétrica

segin el método de KISSANE y ROBBINS, (1958).

Los aldehidos tales como la deoxiribosa dan produc-

tos fluorescentes al reaccionar con el 4cido 3,5-dia-

minobenzdico en forma de clorhidrato (DABA-2 HCl).

a) Reactivos:
-Hidréxido ambnico (NH4OH) .......... 1N
-DNA de timo bovino.......... Ceeeea 1mg/ml
-DABA-2HC1 (preparar como se indica en el apartado

Mezcla de reaccidn).

-Acido Tricloroacético (TCA)........ 10%
~Acido Clorhidrico (HCl)....veveuen- 4N
—Acido Percldérico (PCA)...vviieuiannn O'6N
-Eter etilico.
-Etanol absoluto.
-Carbdén activado.

b) Mezcla de reaccibn:

Decolorar el acido 3,5-diaminobenzdico (DABA)del si-

guiente modo:

-Disolver 3g de DABA en 10ml de HC1 4N.

~-Afladir 0'2g de carbdn activado.

-Agitar y centrifugar 5 min & 1600 rpm.
Repetir la decoloracidn del sobrenadante anterior.

-Agitar y centrifugar nuevamente.

-Se obtiene un sobrenadante claroc que se

trasvasa a otro tubo para ser vutilizado

rapidamente (antes de 60-90 min).
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Soluciones estandares de DNA.

A partir de la solucidén de DNA 1 mg/ml en NH4OH 1IN

se preparan las siguientes diluciones con NH4OH 1N

—————————— 0'5 ml DNA (1000}pg/ml)...DNA 1000/pg/ml

1 ml NH4OH + 1 ml DNA (lOOO‘pg/ml)...DNA SOO/pg/ml
1 ml NH4OH + 1 ml DNA ( 500lpg/ml)...DNA 250/pg/m1
1 ml NH,OH + 1 ml DNA ( 250/pg/ml)...DNA 125/pg/m1
1 ml NH4OH + 1 ml DNA ( l25)pg/ml)...DNA 62'5/pg/ml
1 ml NH4OH + 1 ml DNA (62'5/pg/m1)...DNA 3?25/ug/ml

De estas soluciones se toman 0'l ml por duplicado

en tubos de vidrio y se evaporan a sequedad.

d) Preparacidn de los extractos celulares.

-Sonicar 1 ml de suspensidén celular.

-Afiadir 2'5 ml de TCA 10%, agitar y centrifugar 5
min a 1600 xg.

-Resuspender el precipitado en 3 ml de eter etilico
y centrifugar 5 min a 1600 xg.

-Resuspender el precipitado en 3 ml de etanol abso-
luto y centrifugar 5 min a 1600 xg.

-Evaporar a sequedad el sedimento bajo corriente de

aire a temperatura ambiente.

e) Método.

-Poner 100 Pl de DABA a todos los tubos (blanco,
curva estandar y problemas).

-Incubar a 60°C durante 30 min con agitacidn.

-Afiadir 1 ml de PCA 0O0'6 N y agitar.

-A 400 fﬂ' de la solucidn anterior afiadir 2 ml de
PCA O0'6 N.

-Leer en fluorimetro la intensidad de luz emitida
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a una longitud de onda de excitacidn de 410 nm y una

longitud de onda de emisidén de 520 nm, antes de 2 h.

3.2. DETERMINACION DE PROTEINAS.

Las proteinas se determinaron colorimétricamente
segin el método de LOWRY et al.(1951) o segin el méto-
do de BRADFORD (1976), utilizando albumina sérica bo-

vina como patrdén en ambos casos.

3.3.MODELO EXPERIMENTAL DE RATAS SOMETIDAS A INGESTA AGUDA
DE ETANOL.

Para la realizacidén de las experiencias de ingesta
aglida de etanol fueron empleadas ratas wistar-albino
machos con un peso aproximado de 150 g, a las que se
administrd mediante sonda gastrica alicuotas de 2 ml
de una solucibn acuosa de etanol al 50% o agua,segun
fuesen del grupo alcohbélico o control, respectivamente.
Ambos grupos fueron sacrificados para la realizacidn

de las experiencias 60 min después de la administra-

cidén oral.
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4, UNION DEL12SI—VIP A SUS RECEPTORES ESPECIFICOS DE MEM-

BRANA.

4.1 . MARCAJE DE VIP CON 1251.

Se realizd segln la técnica de LABURTHE et al(1977).

a) Reactivos.

-VIP: se disuelven 0'5 mg de VIP porcino (Lote n?
1008, Peninsula Laboratories, Code 7161) en 0'5 ml de
HC1 0'005 N, quedando a una concentracién 3xlO—4M. A-
gitar durante 60 min. Repartir en fracciones de la si-

guiente forma:

-12 alicuotes de 5 }ﬂ. para su posterior
marcaje.

-6 alicuotas de SO/pl para usar como 'es-
tock" de VIP (3x10™% m).

-125 Pl de la solucidén de VIP (3x10 = M)
més 3'625 ml de Tampdn Tris 50 mM, BSA

4

2%, pH 7'5, quedando el VIP a una con-
centracién 107° M. Esta fraccién se re-
parte en alicuotas de 50/pl.

Todas estas fracciones se conservan a 20°C.

-Tampédn fosfato 0'3 M, pH 7'5: utilizar KPO4H2 a
una concentracidén 0'3 M en agua y ajustar a pH 7'5 con
NaOH 1N.

-Cloramina T (1 mg/ml): Disolver cloramina T (C7H7
ClNaOZS—3H2O, MercK) a una concentracidén 1 mg/ml en
tampébn fosfato 0'3 M, pH 7'S. Preparar 10-15 min antes
del marcaje y mantener en oscuridad hasta su uso. Se
utiliza en el marcaje como oxidante débil.

-Metabisulfito sbédico (2 mg/ml): Disolver metabi-
sulfito sbdico (Na25205’MercK) hasta una concentracidn
2 mg/ml en tampdn fosfato. E1 metabisulfito sbdico se

utiliza como reductor para detener la reacciédn densen-

72



cadenada por la cloramina T.

—125INa (Amersham, IMS 30) con una actividad de 100
PCi 125I/ml, preparado en NaOH, pH 7-11, libre de re-
ductores y 99'6% de pureza radioquimica.

-TB: tampdén Tris 50 mM, albGmina sérica bovina (BSA)
2%, pH 7'5.

-TBB: tampdé4n tris 50 mM, BSA 2%, bacitracina 2mg/ml
pH 7'5.

-Acido/Alcohol: mezcla al 50% (v/v) de acido acéti-
co 1IN con etanol absoluto. Preparar 50 ml y conservar
a 42°C,

-Talco: desleir un comprimido de talco (50mg) en

0'5 ml de agua bidestilada.

b) Método.

El marcaje se realiza a temperatura ambiente en un
tubo de pléastico. Con micropipeta se toman por este
orden:

—ZO/pl de tampdébn fosfato 0'3 M, pH 7'5.
-5 )11 de Vigs(lmg/ml).

—l5/p1 de INa (1'5 mCi).

—5)pl de la solucidn de cloramina T.

Agitar 30 s exactamente. Afiadir 5/pl de la solucidn
de metabisulfito sbédico y agitar. A continuacidn afia-
dir 400/pl de TBB y agitar. Tomar una alicuota de 5
}ﬂ. de la mezcla de marcaje y pasarla a un tubo que
contiene 5 ml de TB. Estos 5 ml se utilizaran para

125

calcular el grado de incorporacidn de INa al péptido.

¢) Purificaciédn.

A la mezcla de marcaje se le afiade 0'l ml de la
suspensidén de talco. Agitar y centrifugar 10 min a
1600xg. Aspirar el sobrenadante que contiene iodo 1li-

bre y pequefios péptidos. Afiadir 1 ml de &cido/alcohol
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al sedimento de talco. Agitar, con 1o que se separa
el péptido iodado del talco. Centrifugar 10 min a 1600
xg. El1 sobrenadante contiene 125I—VIP puro. Este so-
brenadante se reparte en alicuotas de BO/pl y se con-
serva a -202C hasta su posterior uso.

Para su purificacidédn en los dias sucesivos se afiade
a una de estas alicuotas de BO/pl, 350‘p1 de TB y 100
Pl de la suspensidn de talco, procediendo como en el

caso anterior de purificaciédn.

d) CAlculo del porcentaje de incorporacidn (%I).

Tomar 300 }d de la mezcla de marcaje diluida en 5
ml de TB y afiadir 100 upl de la suspensidédn de talco.
Agitar. Centrifugar 10 min a 1600xg. Contar la ra-
diocactividad del precipitado y del sobrenadante. Cal-
cular el porcentaje de radicactividad del primero con
respecto a la radiocactividad total:

cpm ppdo x 100

%I=
cpm ppdo + cpm sbte

En los marcajes realizados (n=7) el porcentaje de

incorporacidén tiene un valor medio de 75'9%4'l.

e) Actividad especifica.

La actividad especifica del 12SI—VIP, o cantidad
de radioactividad (pCi) incorporada por/pg de pépticdo
durante el marcaje, se calcula aplicando la siguiente

férmula:

uCi x %I
I4
Pg VIP x 100

A.e.=

En los marcajes realizados (n=7) la actividad espe-
cifica arroja un valor medio de 226%12 /pCi125ICPg de
VIP.
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4.,2. AISLAMIENTO DEL VIP PORCINO.

Se realizd segln el método de LABURTHE et al.(1977)
con algunas modificaciones.

-Pesar 1 Kg de intestino delgado de cerdo y lavar
el interior con agua a presidn., Trocear con tijeras
y hervir durante 10 min aproximadamente.

-Homogeneizar con un sistema de aspas (1 Kg de te-
jido en 4 L de 4&cido acético 0'5 M). Sonicar durante
10 s y centrifugar a 1600xg durante 1 h. Eliminar la
capa grasa superior con una espatula, tomar el sobre-
nadante y filtrarlo a través de papel Whatman 541.
Ajustar el pH del filtrado a 7'5 con NH4OH.

-Afiadir 80 g de talco y agitar. Centrifugar 20 min
a 1600xg. Desechar el sobrenadante y resuspender el
precipitado en 2400 ml de &cido acético 1 N/etanol ab-
soluto preparado al 50% (v/v). Centrifugar 50 min a
1600xg. Congelar el sobrenadante y liofilizar.

-Reconstituir el liofilizado en 15 ml de acido acé-
tico 0'2 M. Centrifugar 10 min a 2000xg. Tomar el so-
brenadante y hacerlo pasar a través de una columna de
Sephadex G-25 (2'4 x 60 cm) eluyendo con acido acético
0'2 M y calibrando con 125I—VIP (500.000 cpm). Recoger
150 alicuotas de 1 ml y contar la radioactividad (Fig.
11 ). Unir las fracciones correspondientes al pico de
radiocactividad y liofilizarlas.

-Parte del liofilizado se resuspende en TB a diver-
sas diluciones y se determina la concentracidén de VIP
probando la capacidad de desplazar al l25I—VIP de su
unidén a sus receptores de membrana plasméticas de hi-
gado de rata (GUERRERO et al.1981).

-Una vez determinada su concentracibdn, este VIP
parcialmente purificado se utiliza en las experiencias

125I-VIP—receptor para que, afiadiendolo al

5

de unibn
medio de incubacidén (10 ° M final), se pueda calcular

la unidén inespecifica.
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4.3.UNION DEL 125I-—VIP A SUS RECEPTORES ESPECIFICOS DE

MEMBRANA.

a) Reactivos.

-TB: Tris 50 mM, BSA 2%, pH 7'5.

-TBB: Tris 50 mM, BSA 2%, bacitracina 2 mg/ml,pH7'5,

-Tris-sacarosa: Tris 50 mM, pH 7'5, sacarosa 10%
(p/p).

-VIP frio: una alicuota de VIP del 'stock" a una
concentracidén de 10-5 M se diluye en TB y se utiliza
en las experiencias de dosis-efecto de forma que en
el medio de incubacidn alcance concentraciones finales

comprendidas entre 10'11y 1077 M.

—1251—VIP: una alicuota de VIP marcado se repurifi-
ca con talco y se diluye en TB de forma que en el me-
dio de incubacidén quede a una concentracién final de
45 pM, similar a la presente en sangre.

-VIP para la unidén no especifica: una alicuota de
VIP porcino parcialmente purificado se diluye en TB
de forma que quede a una concentracidén final en el
volumen de incubacidn de 10—5 M. Con esto se puede
calcular la unidén inespecifica o unién del VIP marcado
a sus receptores de membrana en presencia de unas con-
centraciones de VIP frio que tedbricamente deberian
desplazar totalmente al VIP marcado de su unidén a re-
ceptores especificos. E1 valor asi obtenido se resta
al de la unidn total para obtener la unidn especifica.

-Preparacidn celular: se utiliza wuna suspensidn
de enterocitos aislados segin el método descrito en
el apartado 3 , a una concentracidén de 50 mg/ml y del
que previamente se habrén apartado unas alicuotas para

la determinacibén de DNA y de proteinas,
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b) Método.

Las experiencias se realizan en tubos de plastico
desechables de un volumen de 3 ml. En las experiencias
realizadas el volumen final es de 0'5 ml. En cada tubo

se afiladen por este orden:

- 250}%1 de TBB,
- SO/pl de TB, de VIP frio o de VIP para
la unidén inespecifica.

- SO/pl de 125I-—VIP.

La reaccidn se inicia afiladiendo 150,P1 ce la prepa-
racidén celular. De esta forma el volumen final de in-
cubacibn de los diferentes reactivos quedan en las si-

guientes concentraciones:

- Tris 35 mM, pH 7'5.

- BSA 1'5%.
- Bacitracina 1 mg/ml.
- NaCl 50 mM.
_ 1257 _y1p 45 pM.
‘ -11 -7
- VIP frio (10 - 10 M).

- VIP para la unibén inespecifica (IO—SM)

Se incuba durante 90 min a 15°C. Se detiene la
reaccidén tomando alicuotas de 200 fl y paséandolas a
tubos de microfuga que contienen 200 }ﬂ. de TB frio.
Se centrifuga 5 min (microfuga Beckman-B), se aspira
el sobrenadante y se lava con sacarosa al 10% el pre-
cipitado. Se corta el fondo del tubo y se cuenta la
radioactividad.

En todas las experiencias realizadas se ponen tres
tubos de actividad total. Para ello se toman alicuotas
de 200 )ﬂ. que no se centrifugan, conténdose la ra-

diocoactividad directamente.
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Los resultados se expresan como porcentaje de
125I-VIP unido especificamente (%B especifico=%B to-
tal-%B inespecifico) con respecto a la radioactividad

total.

c) Cinética de asociacién.

Con las condiciones béasicas previamente descritas
se estudia la interaccidén VIP-receptor a 15¢C durante
periodos de tiempo que oscilan entre 5 y 90 min, para
determinar la velocidad de asociacidn, tiempo al que
se alcanza el equilibrio y la estabilidad de la uniébn.

d) Degradacidn del 125¢ _y1p,

125

Se estudia la degradacidn del I-VIP durante la

incubacidén. Se determina midiendo 1la capacidad del
12SI—VIP que queda en el sobrenadante de la incubacidn
para unirse a membranas hepaticas de rata parcialmente
purificadas (NEVILLE,1968). Para ello, se incuba una
alicuota del sobrenadante (250 Pl) con 50 Pl de mem-
branas hepéaticas (SO‘Pg/ml) y 200 @é de TB durante 60
min a 152C. Las membranas con el %EVIP se separan
por microcentrifugaciébn y se mide la radioactividad

del precipitado.
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5.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ADENIL CICLASA.

La determinacidén de la actividad adenil ciclasa se

realiza en dos etapas:

-Produccidén de AMPc por accidn de la estimulacidn
de la adenil ciclasa por VIP.
-Determinacibén cuantitativa del AMPc producido por

una técnica de proteina enlazante.

PRODUCCION DE AMPc.

a) Reactivos.

-TBB/IBMX: Tris 50 mM, BSA 2%, bacitracina 2 mg/ml,
isobutil-metil-xantina 0'4 mM, pH 7'5,

-TB: Tris 50 mM, BSA 2%, pH 7'5.

-VIP: una alicuota de VIP del '"stock" a concentra-
cibdn 10_5 M se diluye en TB de forma que quede en
el ensayo a concentraciones comprendidas entre
10710 y 1077 .

-Metanol.

-Preparacién celular: se utiliza una suspensidén de
enterocitos aislados segun el método descrito en el
apartado 3 , a una concentracibén de 50 mg/ml, del que
previamente se habrén apartado unas alicuotas para la

determinacidén de DNA y de proteinas.

b) Método.

La incubacibén se realiza en tubos de pléstico de
3 ml para un volumen final de 0'5 ml. En ellos se afia-
dirédn por este orden:
-250 jl de TBB/IBMX.
-50 ul de TB.
}1 -10

~50 ul de VIP (107'% 10”7

M) para estudiar la pro-
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duccidén de AMPc en presencia del péptido o de SO/pl de
TB como basal, para determinar la produccidén de AMPc
en ausencia de VIP.

La reaccidén se inicia afiadiendo 150 Pl de la sus-
pensidén celular. De esta forma en el volumen final de
incubacién los diversos reactivos aparecen en las si-

guientes concentraciones:

-Tris 35 mM, pH 7'5.
-BSA 1'5%.
-Bacitracina 1 mg/ml.
-IBMX 0O'2 mM.
-NaCl 50 mM.
-10 -
-VIP (10 -10

tudiar la produccidén de AMPc estimulada por el péptido

7 M) o ausente, bien se trate de es-

0 bien se trate de condiciones basales.

Se incuba durante 45 min a 1592C. La reaccidén se de-
tiene afladiendo 2'5 ml de metanol que precipita 1la
fraccidén proteica. Se centrifuga 10 min a 1600xg. Ali-
cuotas de 400/pl del sobrenadante se pasan a tubos de
vidrio (2 ml) en los que se deja evaporar el metanol
(602C), quedando la fraccidén soluble, con el AMPc pro-
ducido, adherida a la pared del tubo. En esta fraccidn
se determinaré el AMPc.

En estas condiciones, se han realizado experimentos
tipo dosis-efecto con las suspensiones celulares . Con
estas experiencias se puede calcular la concentracidn
de VIP a la que la produccién de AMPc es méaxima, asi
como con la que se consigue la mitad del efecto méximo
(Km).
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5.2. DETERMINACION CUANTITATIVA DE AMPc.

La determinacién cuantitativa de AMPc se realiza
por una técnica de proteina enlazante basada en la
técnica descrita por GILMAN (1970), con las modifica-
ciones introducidas por SOBRINO et al.(1979). Este mé-
todo recibe el nombre de '"proteina enlazante" por re-
ferencia a la proteina quinasa, dependiente de AMPc, ©
bien '"radioan&lisis de saturacidén" por las condiciones
en las que transcurre la reaccién. La reaccidn consis-
te basicamente en una competicidn entre el AMPc no ra-

dioactivo y el 3

H-AMPc para enlazar la subunidad regu-
ladora (R) de la proteina quinasa. Es una reaccidn a
saturacién, lo que quiere decir que la concentracidn
de la proteina quinasa es inferior a la necesaria para
enlazar el AMPc total presente en la reaccidn.

La separacidn del complejo proteina quinasa-AMPc se
realiza utilizando carbdén activo segin la técnica de

BROWN y EKINS (1971).

a) Reactivos.

-Tampon fosfato (KH2P04) 0'2 M, pH 6'5. (TP 0'2 M).
2PO4) 0'05 M, pH 6'5. (TP 0'05 M).

-AMPc: se parte de una preparacidén comercial mono-

-Tampdn fosfato (KH

hidratada (3'5'-adenosin monofosfato ciclico—HZO,Boeh—
ringer Mannheim). Se disolvid en un tampdn fosfato po-
tésico 0'05 M, pH 6'5 hasta que quede a una concentra-
cibébn de 100 pmol/ml, que se reparte en alicuotas y se
conserva a =-209C hasta su uso. En cada ensayo se to-
maréd una alicuota para preparar las diluciones de AMPc
que se utilizan en la curva estéandar segin el siguien-

te esquema:

500 ﬁl (100 pmol/ml) + 500 Pl TP 0'2 M
500 Pl ( 50 pmol/ml) + 500 ﬁl TP 0'2 M

50 pmol/ml
25 pmol/ml
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500 )Ll ( 25 pmol/ml) + 750/p1 TP 0'2 M = 10 pmol/ml
250 pl (10 pmol/ml) + 250 pl TP 0'2 M = 5 pmol/ml
200 Pl ( 10 pmol/ml) + 600/pl TP 0'2 M = 2'5 pmol/ml
100 }ﬂ. ( 10 pmol/ml) + 9OO,P1 TP 0'2 M = 1 pmol/ml
300 fﬂ' ( 1 pmol/ml) + BOO‘Pl TP 0'2 M = 0'5 pmol/ml

-3H—AMPC: suministrado comercialmente como (2'8—3H)
-3'-5'-adenosin monofosfato (sal ambnica) en solucidn
de alcohol etilico (50:50). Se diluye en tampdn fosfa-
to 0'05 M para obtener una concentracidén final aproxi-
mada de 0'1l pmoléul. Se reparte en alicuotas de 0'5
ml y se congelan a -20°C hasta su uso. En el ensayo se
descongela y se diluye de nuevo en tampdn fosfato 0'05
M hasta que en 40/p1 haya 1 pmol/ml de 3H-AMPC.

-Proteina quinasa dependiente de AMPc, aislada de
mGsculo de conejo y diluida 1/12 en TP 0'2 M que con-
tiene ademés:

-Teofilina 8 mM: inhibidor de una posible
fosfodiesterasa del AMPc, que pudiera
encontrarse en la preparacidén de la pro-
teina o en las muestras.

-Mercaptoetanol 6 mM: actla como reductor
de los enlaces disulfuro de la proteina
quinasa.

-EDTA 5 mM: quelante de Mg2+.

-AlbGmina sérica bovna (BSA).

-Carbdn activo 2'6%, BSA 2%, preparado en TPO'05 M.

b) Preparacién de la curva estandar.

En un vaso de precipitado se afiaden por este orden:

~TBB/IBMX.etverunn 1 ml.
e = T 0'4 ml.
-NaCl 0'9%........ 0'6 ml.
-Metanol.......... 10 ml.

Centifugar 5 min a 1600xg, tomar alicuotas de 0'4

ml del sobrenadante y pasarlos a tubos de vidrio. Eva-
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porar(60-70°C). Estos tubos serdn utilizados para la

curva estandar de AMPc frio.

¢) Método.

-Afladir a los tubos de vidrio problema 100/pl de TP
0'2 M, mientras que a los preparados especialmente pa-
ra la curva estandar se le afiaden 100/pl de las dife-
rentes diluciones de AMPc frio (50-0'5 pmol/ml). Ade-
més, se incluird un tubo al que solo se le afiade 100
/Jl de TP 0'2 M sin AMPc frio (cero) y otro al que se
afiade 100/41 de TP 0'2 M y no se afiade protelna quina-
sa (Blanco).

-Agitar los tubos y dejar 30 min a T2 ambiente hasta
conseguir una perfecta redisolucidn del evaporado.

-Afiadir 40 fﬂ- de la solucidn de proteina gquinasa a
todos 1los tubos excepto al blanco.

-Incubar los tubos 60 min a 4°¢C y afadir 4O/Pl de
la preparacidn de 3H—AMPC.

-Incubar 90 min a 49¢C. Afiadir 150/p1 de la suspen-
sién de carbdn activo 2'6%, BSA 2%. Agitar y centrifu-
gar 15 min a 1600xg.

-Tomar alicuotas de 150/pl del sobrenadante y pasar
a viales con liquido de centelleo (5 ml). Medir la
radioactividad en contador (Beta).

En la fig. 12, se representa una curva estandar de
AMPc obtenida por el método descrito anteriormente,
en la que en abcisa estan los pmoles de AMPc por tubo,
y en ordenada, el porcentaje de unibén del 3H—AMPC a
la proteina quinasa con respecto a la radiactividad
total.
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5.3. OBTENCION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA QUINASA.

a)Preparacidén del extracto de mGsculo.

-Sacrificar y desangrar 2 conejos (2-3 Kg). Cortar
los misculos de extremidades y dorso. Trocear con ti-
jeras y triturar con un homogenizador de aspas. Todas
las operaciones deben realizarse en frio (49¢C). Resus-
pender el triturado en 2'5 volumenes de solucién EDTA
4 mM, pH 7. Agitar 15 min y filtrar a través de gasas
para eliminar grandes acUmulos.

-Centrifugar el filtrado a 10000xg durante 30 min,
recoger el sobrenadante y desechar el precipitado. El
sobrenadante se lleva a pH 6'1l con acido acético 1 N.
Se forma lentamente un precipitado (contiene los enzi-
mas fosforilasa b y glucbgeno sintetasa) que se separa
por centrifugaciédn a 10000xg durante 30 min.

-Recoger el sobrenadante y ajustar a pH 5'5 con
dacido acético 1 N. Centrifugar a 10000xg durante 30
min.

-Ajustar nuevamente el pH del sobrenadante a 6'8
2PO4/K2HPO4 1 M, pH 7'2.
Afiadir sulfato ambénico (32'5 g/100 ml). Agitar durante

con una solucidén tampbdn de KH

2 h y centrifugar durante 60 min a 10000xg.

-Desechar el sobrenadante y resuspender el precipi-
tado en el menor volumen posible de tampdn Tris-HCl
5 mM, pH 7'5., Dializar durante 48 h en 20 volumenes
del mismo tampdbdn, con 4 6 5 cambios de tampdn durante

-La solucidén proteica se centrifuga a 40000xg du-
te 1 h, desechandose el precipitado y sometiendo el

sobrenadante a cromatografia.

b) Preparacidn de la columna DEAE-celulosa.

La DEAE-celulosa (dietilaminoetil-celulosa) es una

resina amdnica débil. Contiene el grupo amino cargado
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positivamente a pH 7'5. antes de su uso la resina se
somete a los siguientes tratamientos segin la técnica
de DEVENYI y GERGELY (1974):

-Pesar, al menos, 100 g de DEAE-celulosa. Anadir
5 volumenes de NaOH 0'5 N y agitar durante 15 min a
T2 ambiente. Dejar reposar y aspirar el sobrenadante
alcalino en el que se encuentran particulas coloidales

~Lavar la resina con agua bidestilada todas las ve-
ces qgque sea preciso hasta que el pH descienda a la
neutralidad. EStas dos fases constituyen el pretrata-
miento.

-Resuspender la resina en tampbébn Tris-HCl1l 5 mM,
EDTA 2 mM, pH 7'5. Agitar durante 15 min a T2 ambiente
y decantar o aspirar el sobrenadante. Esta operacién
se realiza dos veces. Comprobar que el pH final es de
7'5.

-Verter la resina sobre una columna (2 cm de diame-
tro) a la que previamente se le ha colocado lana de
vidrio para evitar que la DEAE-celulosa se escape.
Llenar hasta 10 cm de altura con el tampbn para que
el empaquetamiento de las particulas sea homogéneo.

-Lavar la columna con 200 ml de tampbn. Seguidamen-
te aspirar el volumen liquido que se encuentra sobre
la resina y afiadir 1 ml de una solucidén de BSA 2% en
tampon, para saturar el vidrio de la columna e impedir
gue se adhiera al mismo la proteina quinasa. Dejar que
empape la resina y pasarle més tampdn. Guardar la co-

lumna a 4°2C hasta su uso.

c) Cromatografia en DEAE-celulosa.

-Aspirar el volumen liquido que se encuentra sobre
la resina. Afladir cuidadosamente la solucidn proteica,
esperar a que penetre y lavar con tampdn Tris-HCl1 5 mM
pH 7'5.

87



-Conectar un gradiente continuo de Tris-HCl1l desde
5 mM hasta 500 mM. Para ello se preparan 500 ml de
Tris-HCl1 S5mM, pH 7'5 y 500 ml de Tris-HCl1 1 M, pH 7'5
que se colocan en un sistema de vasos comunicantes,
de tal forma que se conecta a la columna el vaso de
menor concentracidn.

-Recoger en colector de fracciones alicuotas de 10
ml hasta que pase toda la solucidn tampdn. Tomar ali-
cuotas de ZO/pl decada tubo para determinar la capaci-
dad enlazante de 3H—AMPC, asi como la densidad déptica
a 280 nm.

~Mezclar las fracciones correspondientes a la acti-
vidad proteina quinasa y repartir el volumen resultan-

te en alicuotas que seconservan a -202C hasta su uso.
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1.1.ESTUDIO DEL CRECIMIENTO PONDERAL DE RATAS SOMETIDAS

A INGESTA CRONICA DE ETANOL AL 20%.

Los animales que reciben etanol como UGnica fuente
de bebida, muestran un diferente comportamiento en su
crecimiento ponderal cuando se compara con el grupo
de ratas controles, siendo este significativamente in-
ferior.

En la tabla I, se encuentran representados 1os
pesos medios (X+ESM) de los dos grupos de animales
(figura 13 ). En ella se puede observar como la ganan-
cia de peso es significativamente menor (p<0'05) ya
desde las primeras semanas de administracidén del eta-
nol, diferencias que van siendo mas acusadas a medida
que transcurren las semanas de ingesta. De esta forma,
a la 62 semana de tratamiento las ratas que toman eta-

nol poseen un 25% de peso menos que las controles.

APORTE CALORICO.

En la figura 14 (tabla II) se puede apreciar que
cuando se compara el aporte total de calorias/dia de
las ratas que estidn sometidas a una ingesta crodnica
de etanol al 20% con las controles no se encuentran
diferencias significativas. Sin embargo, la cantidad
de calorias diarias que ingieren ambos grupos se re-
parten en 1la dieta que toman de forma diferente, ya
que en las ratas tratadas con etanol se suma el apor-
te calbébrico que este produce al tomarlo a través de la
bebida.

En la figura 15 (tablallIl) se encuentran represen-
tados de forma independiente el aporte medio diario,
procedente de la comida y de la bebida en el grupo de
ratas sometidas a ingesta crdnica de etanol, asi como
el aporte total diario de calorias que consumen las

mismas.
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Tabla I .-

Crecimiento ponderal de ratas controles y sometidas

a ingesta crénica de etanol (X*ESM, n=10).

Tiempo Controles Alcohdblicas

(semanas) I (g) IEtanolI (g)
0 234'3* 7'8 5% 234'3%f 7'8
1 299'e* 2'2 10% 235'0* 7'8
2 309'1+ 8'3 15% 234'4f 9'3
3 332'5*13'9 20% 297's5%10'6
4 371'0%12'3 v 285'0%*10'7
5 394's5*12'3 " 264'2 % 9'sg
6 403'9*15'3 v 305'3%11'9
7 422'7*11'9 v 303'7+13'7
8 434'2116'6 " 269'7 X 20'8
9 431'1 %154 " 284'2 %t 37'6
10 457'6 1614 v 327'0%*23'6
11 467'6 £ 30'9 " 287'5+ 36'9
12 507'6 * 66'1 " 327'8*35'9
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Fig. 13.- Curva de crecimiento ponderal de ratas con-

troles y sometidas a ingesta crdnica de etanol.
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Tabla ITI .-

Aporte caldrico en ratas controles y sometidas a

ingesta crdnica de etanol (X, n=10)

Tiempo Controles Alcohdlicas

(semanas) ‘Kcal/rata/dia %Etanol‘Kcal/rata/dial

0 68'95 5% 68'95
1 70'12 10% 59'36
2 71'21 15% 61'65
3 69'62 20% 59'32
4 70'53 " 69'82
5 67'21 " 68'88
6 67'04 " 63'93
7 87'08 " 70'66
8 65'82 " 77'02
9 67'12 " 75'63
10 73'65 " 77'21
11 69'84 " 75'84
12 63'92 " 64'83
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Tabla I11. -

Calorias consumidas por las ratas sometidas a in-
gesta crdénica de etanol, expresadas en Kcal/rata/dia
(X, n=10).

Tiempo Comida Bebida Total
(semanas)‘ Kcal %Etanol Kcal Kcal
0] 68'95 5% 0] 68'95
1 51'68 10% 7'68 59'36
2 47'63 15% 14'02 61'65
3 40'39 20% 18'93 59'82
4 42'31 " 27'51 69'82
5 42'98 " 25'92 68'88
6 38'81 " 24'12 63'93
7 43'54 " 27'12 70'66
8 48'84 " 28'58 77'02
9 47108 " 28'55 75'63
10 45'68 " 31'63 77121
11 48123 " 27'61 75'84
12 40'41 " 24142 64'83
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1.3.VOLUMEN DE LIQUIDO INGERIDO.

Con el fin de estudiar las cantidades de liquido
que ingieren las ratas controles y las ratas que toma-
ban soluciones acuosas de etanol como uUnica fuente de
bebida, se les mididé el volumen de agua o solucidnes
de etanol, segln el grupo, que tomaban cada 2-3 dias.

Como se puede apreciar en la tabla IV, en las ratas
sometidas a ingesta cronica de etanol, se observa una
importante disminucién del volumen de liquido que in-
gieren, llegando a representar alrededor del 40% del

que toman las ratas controles.
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Tabla IV.-

Volumen de liquido que ingieren las ratas controles

y las sometidas a ingesta crbénica de etanol (X,n=10).

Tiempo Controles Alcohdélicas
(semanas) | Volumen (ml) |%Etanol |Volumen (ml)|
0 221 5% 221
1 250 10% 192
2 230 15% 147
3 183 20% 129
4 235 " 106
A5 225 " 110
6 200 M 112
7 215 " 116
8 195 " 94
9 187 B 103
10 175 " 116
11 182 " 89
12 190 " 95
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1.4,NIVELES DE ALCOHOLEMIA,

Como dato complementario y para cerciorarnos de que
los animales sometidos a la ingesta crdénica de etanol
estaban consumiendo dicho producto, se wvaloraron los
niveles de alcoholemia en los mismos asi como en los
controles para que nos sirviesen de control de calidad
del método utilizado. Los resultadosdedichavaloracidn
se encuentran registrados en la tabla V y en la figu-
ra 16 , en ellas se observa que existe un incremento
progresivo de 1los niveles de alcoholemia conforme
aumenta el periodo de ingesta. En el grupo control no
se detectd en ninguno de los casos estudiados, niveles

de etanol en sangre.

1.5.RELACION ENTRE LAS PROTEINAS Y EL DNA DE LOS EXTRACTOS
CELULARES.

Al existir un diferente comportamiento en el creci-
miento ponderal de los grupos control y sometidos a
tratamiento con etanol, hizo pensar en la posibilidad
de que se pudiese afectar la concentracidn de protei-
nas de los extractos celulares, por efecto del etanol.
Para estudiar esta posibilidad, se relaciondé la con-
centracién de proteinas celulares con la cantidad de
DNA (que debe ser constante en las células). Los resul-
tados de dicho estudio han sido representados en la
figura 17 (tabla VI ), obsevédndose como en las ratas
sometidas a ingesta de etanol durante diferentes pe-
riodos de tiempo, ésta relacidn disminuye hasta menos
de la mitad de la obtenida en los animales controles.

Por ello, los resultados que fueron cbtenidos desde

este momento se relacionaron con los valores de DNA.
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Tabla 'V .-

Niveles de alcoholemia en ratas controles y ratas

sometidas a ingesta crobénica de etanol al 20% (XXESM).

mg de etanol/ml de suero
Controles 0
(n=8)
62 semana 0'151+0'019
(n=6)
82 gsemana 0'16810'018
(n=6)
102 semana 0'181%0'028
(n=4)
122 semana 0'250%0'096
(n=4)
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Tabla VI, -

Relacidn entre las concentraciones de proteinas
y las de DNA de los extractos celulares procedentes de
las ratas controles y de las ratas sometidas a ingesta
crénica de etanol al 20% (XXfESM).

ug de proteinas/pg de DNA
7 7
Controles 63'3% 9'4
(n=13)
62 semana 36'6X13'6
(n=6)
82 semana 19'1f 7'9
(n=5)
102 semana 28'0%f 517
(n=4)
122 semana 22'8 513
(n=5)
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1.6. ESTUDIO HISTOLOGICO DE HIGADO E INTESTINO DELGADO.

Los estudios histoldgicos de muestras de higado e
intestino delgado procedentes de siete ratas controles
y siete ratas tratadas con etanol al 20% durante 12
semanas, fueron realizados mediante microscopia oéptica
previa tincibén con hematoxilina-eosina. Tras la obser-
vacidén detenida de 1las citadas preparaciones, no se
advirtieron diferencias estructurales significativas

entre los dos grupos estudiados.
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2.INTERACCION DEL VIP CON ENTEROCITOS DE RATAS SOMETIDAS
DURANTE DIFERENTES PERIODOS DE TIEMPO A INGESTA CRONI-
CA DE ETANOL.

2.1.UNION DEL 125I—VIP A ENTEROCITOS DE RATA. ESTUDIO ES-

TEQUIOMETRICO.

Para estudiar la estequiometria de la unidn VIP-re-
ceptor en enterocitos de ratas controles y sometidas
a una ingesta de etanol al 20% (v/v) durante 6,8,10
125I—VIP (45
pM) en presencia de concentraciones crecientes de VIP
frio (107101077

rante 60 min a una temperatura de 15°C y una concen-

y 12 semanas, se incuban las células con
M). Las incubaciones se realizan du-

tracidén celular de 5 pg de DNA/ml de incubacibdn.

Como se puede ver en la figura 18 (tabla VII ) el
porcentaje de unidén especifica maxima (en ausencia de
VIP frio) en enterocitos de ratas controles es supe-
rior al encontrado en las ratas sometidas durante 6,8,
10 y 12 semanas a ingesta de etancl. Es importante se-
flalar que ya desde la 62 semana de tratamiento se pro-
duce una fuerte disminucibén de la unibdn, manteniéndose
ésta durante las siguientes semanas.

Asimismo, podemos observar en la figura 19 codmo
el incremento de las concentraciones de VIP frio des-
plaza, de una forma dosis dependiente, al trazador que
se encuentra especificamente unido a los receptores
tanto de las ratas controles como de las que ingieren
etanol durante los distintos periodos estudiados (ta-
bla VIII). En las figuras 20-23se representan los resul-
tados anteriores mediante el anadlisis de SCATCHARD
(1949), en estas se obtienen, para cada una de las se-
manas estudiadas asi como para los controles, unas
curvas de concavidad superior , lo que suglere la e-
xistencia de dos poblaciones de receptores, una de al-

ta afinidad y baja capacidad de unidén y otra de baja
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afinidad y alta capacidad de unibn.

En la figura 24 estéan representados los valores de
las constantes de disociacidn (Kd) de los receptores
de alta afinidad obtenidos durante los distintos pe-
riodos de tratamiento. En ella se observa como estas
no se modifican significativamente (p>0'05) con res-
pecto a los controles (tabla IX ).

En la figura 25 se encuentran representadas las
Kd de los receptores de baja afinidad. En ellas no se
observan diferencias significativas (p>0'05) entre las
ratas sometidas a diferentes periodos de ingesta de
etanol al 20% y las controles (tabla IX).

Los valores de las diferentes capacidades de unidn
(BC) de los receptores de alta afinidad, tanto de las
ratas controles como de las ratas tratadas con etanol,
se representan en la figura 26 . En ella se observa
una fuerte y mantenida disminucibn significativa de
los mismos (p<0'02) en las ratas tratadas con etanol
durante los distintos periodos de tiempo estudiados
con respecto a los controles (tabla IX ).

Asimismo, en la figura 27 se representan las BC
de los receptores de baja afinidad de los dos grupos
de ratas,en la que se observa cdmo en las ratas que to-
man etanol al 20% durante 6 u 8 semanas no se modifica
la capacidad de unidn de dichos receptores de forma
significativa (p>0'05) con respecto a los controles.
En cambio, esta disminucibn se hace significativa du-
rantes las semanas 10 y 12 de tratamiento (p<0'05).

De todo lo anteriormente expuesto se puede deducir
que la disminucibn de la unidén que produce el etanol
sobre la interaccidén del VIP con los enterocitos no
es a causa de una disminucibén de la afinidad de los
receptores sino por una disminucidén de la capacidad de
unidén especifica, fundamentalmente a través de los re-

ceptores de alta afinidad (tabla IX ).
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Tabla VII.-

Porcentaje de 1ESI—VIP unido especificamente a en-

terocitos de ratas controles y ratas sometidas a in-

gesta crdnica de etanol (X*ESM).

%IZSI—VIP unido/5/pg DNA/m1

Controles 6'77X0'48
(n=12)

62 semana 3'29%0'40
(n=6)

82 semana 3'03*0'45
(n=5)

102 semana 417721110
(n=4)

122 semana 4'24%0150
(n=5)

107



8—
-
«
5 6
- I
— I
L i
- |
= ¢ I
R ) 5\?
g Ll
- I _
5 I
o 1
4
g
2]
0N
[qV¥]
e
0O
L
f 1 T T T T
0 6 8 10 12
Tiempo de ingesta
(semanas)
Fi . . ¢ s 125 .
ig. 18.- Unidn especifica de I-VIP a enterocitos

de ratas controles y sometidas a diferentes periodos

de ingesta de etanol.

108



Tabla VIII. -

Porcentaje de 125

I-VIP unido especificamente a en-
terocitos de ratas controles y ratas sometidas a in-

gesta crbnica de etanol, en ausencia y presencia de

concentraciones crecientes de VIP frio (XIESM).

%1251—VIP unido /S‘Pg DNA /ml
VIP (M) |controles| 6% sem. 82 gem.|10% sem.|12% sem
n=12 n=6 n=5 n=4 n=5

0 6'8t0'5 [3'3x0'4 |3'0x0'4 (4'8%1'1 [4'2%*0'5
10-10 5'910'5 |2'7+x0'4 |2'6+0'4 |3'7x0'7 13'9%0'5S
3x10_1o 5'3+0'4 |[2'5x0'4 |2'6*X0'5 |3'2+t0'6 [3'210'4
1072 4'610'4 |2'0%0'3 |2'3%0'5 |2'6X0'4 [2'9%0'4
3x107° 3'810'4 |1'4120'2 | 1'5+0'7 |2'210'5 [2'6%0'3
10_8 2'810'3 {1'310'2 1'3+0'6 [1'8*0'S |2'1t0'2
10_7 1'9%0'3 |0'9%0'1 |1'1+x0'4 |1'3%0'5 |1'4%0'3
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Fig. 20.- Representacidén de SCATCHARD (1949) de 1los
datos estequiométricos obtenidos de enterocitos de ra-
tas controles y sometidas a 6 semanas de ingesta de e-

tanol.
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Fig. 21.- Representacidén de SCATCHARD (1949) de los
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tas controles y sometidas a 12 semanas de ingesta de

etanol.

114



Tabla IX .-

Constantes de disociacidén (Kd) y capacidad de unidn
(BC) de los receptores de alta y baja afinidad en en-
terocitos de ratas controles y ratas sometidas a in-

gesta crbnica de etanol (X*ESM).

ALTA AFINIDAD BAJA AFINIDAD
Kd BC Kd BC
(nM) pM/mg DNA (nM) pM/mg DNA

1'1%¥0'2 |19'2%3'5 [79'4%13'0| 581 0+92'0
Controles
n=10 n=8 n=10 n=10

0'8*0'2 | 5'et1'8 [112'81630|766'0t96!'8
62 semana
n=6 n=6 n=4 n=4

p>0'05 p<0'0025| p>0'05 p>0'05

1'1x0'7 71'1£3'6 | 93'3x37'0 343'5X209'0
8% semana
n=4 n=3 n=4 n=4

p>0'05 p<0'0025| p>0'05 p>0'05

0'8*0'3 6'1X0'6 75'0+25'7 1329'0£112'0
108 semana
n=3 n=4 n=4 n=4

p>0'05 p<0'01 p>0'05 p<0' 05

1'1%0'3 9'7+2'2 | 95'4*33'5 |295'6+93'0
128 semana
n=5 n=5 n=3 n=3

p>0'05 p<0'025 p>0'05 p<O'05
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2.2.CINETICA DE ASOCIACION Y DEGRADACION DEL VIP.

Para caracterizar la unidén del péptido a su recep-
tor de membrana en enterocitos aislados de ratas con-
troles y sometidas a una ingesta de etanol al 20%,como
Gnica fuente de bebida durante 12 semanas, se estudid
la cinética de asociacién a 15¢C durante 5,10,20,30,
60 y 90 min de incubacidn con una concentracidn celu-
lar de 5}pg de DNA/ml (tabla X ).

En la figura 28 se observa cdémo el porcentaje de
unidén especifica aumenta a medida que se incrementa
el tiempo de incubacidn, alcanzandose en ambos grupos
un equilibrio aparente a partir de 1los 30 min. De
cualquier forma, en las ratas tratadas con etanol e-
xiste una disminucidén del porcentaje de unidén al com-
pararlo con el de los animales controles, que se acen-
tGa a medida que aumentamos el tiempo de incubacidn
(tabla X ).

En la siguiente figura 29 (tabla XI ) se muestra
la cinética de asociacidén en funcidbn de la unidn méxi-
ma, obteniéndose dos curvas que son practicamente su-
perponibles, lo que indica que la velocidad de asocia-
cibén es idéntica para ambos grupos.

El estudio de la degradacidén del péptido en funcidn
del tiempo de incubacidn se encuentra representado en
la figura 30 (tabla XII ) manteniéndose las mismas
condiciones de temperatura y concentraciéh celular que
para el estudio de la cinética de asociacidén. Como se
puede observar, practicamente no existen diferencias
en la degradacidén del VIP por los enterocitos de ratas
controles y las sometidas a 12 semanas de ingesta de
etanol al 20% (v/v).

También se aprecia una degradacidén de aproximada-
mente el 35% a los 60 min de incubacidén en ambos gru-
pos de ratas, tiempo en el que se realizaron todas las

experiencias de receptores.
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Tabla X .-

Porcentaje de 125I—VIP unido especificamente a en-

terocitos de ratas controles v de ratas sometidas a

%

12 semanas de ingesta de etanol al 20%, en funcidén del

tiempo de incubacidn (X de triplicados).

%125I-VIP unido/5)pg DNA/ml
Tiempo (min) | Controles | Alcohbélicas |
51 1'16 % 1'12 %
10! 1148 % 1'20 %
20! 1'63 % 1'47 %
30! 3'02 % 2'29 %
60" 2'85 % 2146 %
90! 3'02 % 1'64 %
Tabla XI.-

VIP unido especificamente a enterocitos de ratas

controles y sometidas a 12 semanas de ingesta de eta-

nol al 20% en funcidén del tiempo de incubacibn, eXpre-
125

sado como porcentaje de I-VIP méximo unido (Xde tri-
plicados). %1251 _y1p unido/5 pg DNA/ml
Tiempo (min) | Controles | Alcohblicas |
51 38'4 % 45'5 %
10" 49'0 % 48'8 %
20! 53'9 % 59'7 %
30! 100 % 93'1 %
60" 94'4 % 100 %
90" 100 % 66'6 %
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Tabla XII -

125I—VIP degradado por 1los enterocitos de ratas

controles y ratas sometidas a 12 semanas de ingesta de
etanol al 20%, expresado como porcentaje de VIP indem-

ne,en funcidén del tiempo de incubacidn.

% VIP indemne

Tiempo (min) | Controles | Alcohblicas
o' 100 % 100 %
30" 72'5 % 79'6 %
60! 63'5 % 61'3 %
90! 56'6 % 57'8 %
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3.PRODUCCION DE AMPc EN ENTEROCITOS DE RATAS SOMETIDAS
A DISTINTOS PERIODOS DE INGESTA DE ETANOL.

3.1.EFECTO DE LA CONCENTRACION DE VIP.

Después de caracterizar la interaccidédn del VIP con
sus receptores especificos de membrana en el modelo
de ratas alcohblicas utilizadas, se estudidé la activa-
cidén del sistema adenil ciclasa por este péptido. Para
ello, se cuantificd la produccidn de AMPc en presencia
y ausencia de concentraciones crecientes de VIP (10—10
a 10-7M) en ratas controles y ratas sometidas a in-
gesta de etanol al 20% (v/v) durante distintos perio-
dos de tiempo. Los datos correspondientes a la produc-
cién de AMPc refleja una estimulacidn que eleva los
valores por encima de los basales (0'7%0'2 pmoleséug
de DNA) utilizando concentraciones de VIP tan bajas
como 3xlO°lOM. A medida gque aumentamos estas concen-
traciones, se incrementan los niveles de produccidn de
AMPc, alcanzéandose el méximo de estimulacidn a una
M (4'3%1'2 pmolescug de DNA), si-

guiendo para ello un proceso de tipo decsis-dependien-

concentracién de 10~

te. Estos datos se encuentran reflejados en la tabla
XIIT.

En la figura 31 , se encuentran representados los
valores correspondientes a la produccién de AMPc obte-
nidos en los animales controles y los sometidos a 6
semanas de ingesta de etanol, no encontrandose dife-
rencias apreciables entre ambos grupos.

En la siguiente figura (figura 32 ) se compara la
produccién de los controles con los obtenidos después
de 8 semanas de ingesta de etanol, encontrandose una
produccidén de AMPc en ambos grupos que no posee dife-
rencias estadisticamente significativas, pero que re-
flejan una tendencia al descenso en los animales tra-

tados con respecto a los controles.
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En las figuras 33 y 34 observamos cdémo tras un
periodo de 10 y 12 semanas de ingesta de etanol, la
produccién de AMPc desciende ya de un modo claramente
significativo respecto a los controles con todas las
concentraciones de VIP analizadas.

Cuando representamos los valores correspondientes
a la produccibn de AMPc obtenido para cada grupo de
ratas y se halla la diferencia con los valores basales
de cada semana de ingesta, se obtiene la figura 35 ,
(tabla XIV ). A partir de ella se puede calcular el
50% de la estimulacidén méxima (Km), cuyos valores es-
tan espeéificados en la tabla XV y representados en
la figura 36 . Los animales controles poseen un va-
lor de Km de 2'63%0'74 nM, valor que disminuye, aun-
que no en forma significativa, en los animales trata-
dos con etanol.

En la figura 37 , se encuentra representado el nl-
mero de veces de estimulacidn del sistema adenil ci-
clasa (Tabla XIV ) como resultado de la relacidn en-
tre el valor de AMPc producido por la méxima concen-
tracién de VIP utilizado (+VIP) y el que se produce
en ausencia de péptido intestinal vasoactivo(—VIP).A—‘
través de esta relacidn (+VIP/-VIP) se puede comprobar
que ésta se mantiene préacticamente constante (alrede-
dor de 5 veces) para todos los grupos, tanto el con-
trol como los distintos grupos de ratas sometidas a

ingesta crbnica de etanol.
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Tabla XIII.-

Produccidén de AMPc en enterocitos de ratas contro-
les y ratas sometidas a distintos periodos de ingesta
crdnica con etanol al 20% (v/v), en ausencia y presen-

cia de concentraciones crecientes de VIP, expresada

como pmolescpg de DNA (XXESM).

AMPc¢ (pmolesépg de DNA)
control | 62 sem 82 sem 102 sem | 1228 sem
VIP (M) n="7 n=3 n=>5 n=3 n=4

0 0'7+0'2 [0'8%0'1 [0'4%0'1 | 0'2+0'1 | 0'4%0'1

-10 v+ + + + +
10 1'1*0'2 [1'4%X0'1 |0'6%0'1 | 0'4%0'1 | 07202
3x10~10 1'5%0'2 [1'8%0'3 |0'8%0'2 | 0'5%0'1 | 0'9%0Q!'2
10‘9 1'9+0'4 | 3'310'4 [1'4£0'6 | 0'6£0'2 | 1'00'2
3x1072 2'8*0'7 |3'6t0'5 [2'0%0'8 | 0'9%0'4 | 1'3%0'2
1078 3'7%1'1 [ 4'1%20'5 |2'3%0'9 |1'1t0'4 |1'3%0'2
10"7 4132112 | 4'8%20'5 (2'6%0'9 | 1'5%0'3 |1'5%0!2
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Fig. 31.- Efecto de las concentraciones crecientes de
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tas controles y sometidas a 6 semanas de ingesta de
etanol.
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Tabla X1V, -

Produccibébn de AMPc en enterocitos de ratas contro-

les y ratas sometidas a ingesta crdnica de etanol en

ausencia y presencia de concentraciones crecientes de

VIP, expresado como pmolesépg DNA menos el valor basal

de cada grupo.

AMPc (pmolesépg DNA)

controles |62 sem 82 sem |102 sem|{l1l22 sem
VIP (M) n="7 n=3 n=5 n=3 n=4
0 0 0 0 0 0
-10
10 0'35 0'59 0'16 0'13 0'24
-10 '
3x10 0'79 0'96 0'43 0'28 0'46
10'9 1116 2148 1'01 0'40 0'59
3x10~° 2107 2183 1'59 0'71 0'83
10‘8 3'04 3'36 1'88 0'90 0'87
10‘7 3'65 3'99 2123 1'30 1'15
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Tabla XV .~

Valores de la constante de Michaelis (Km) y AMPc

producido (+VIP/-VIP) en ratas controles y ratas some-

tidas a ingesta crénica de etanol, (XXESM).

Km (nM) Veces de estimulacidn
Controles
TA3+0! +1q
n=7 2'63x0'74 512071'25
62 semana
+ +
n=3 0t78I0'16 5'32X1'54
88 semana
+ tAE+o0
n=5 1'41X0'34 5'05x2'39
102 semana
+1 137+0!
n=3 2'51x1'06 5'37X0'17
122 semana
n=4 0'89£0'69 3'33+x0'96
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ESTUDIO DE LOS RECEPTORES DE VIP Y DE LA PRODUCCION
DE AMPc EN ENTEROCITOS DE RATAS SOMETIDAS A INGESTA
AGUDA DE ETANOL.

UNION DEL 12°I_vIP A SUS RECEPTORES ESPECIFICOS EN EN-

TEROCITOS DE RATAS SOMETIDAS A INGESTA AGUDA DE ETA-
NOL.

Con el modelo de ratas sometidas a ingesta a-
glda de una solucibén acuosa de etanol al 50% (v/v),
fueron realizados los estudios del porcentaje maximo
de unién del trazador a sus receptores especificos en
enterocitos aislados.

Como se puede observar en la tabla XVI, no se apre-
cian diferencias significativas de dicho porcentaje
de unidén entre las ratas controles y las sometidas a
ingesta aghda de etanol. En ambos grupos el porcentaje
de unidén maxima estid alrededor del 5% (5/pg DNA/ml de

incubacién).

CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE AMPc EN MUCOSA INTES-
TINAL DE RATAS SOMETIDAS A INGESTA AGUDA DE ETANOL.

Si bien el estudio del porcentaje de unidén méxima
de 125I—VIP a sus receptores en enterocitos no se mo-
difica por la ingesta aglda de etanol, el contenido
de AMPc si fue modificado, como se muestra en la tabla
XVII. En las ratas sometidas a ingesta agGda de etanol
la produccién de AMPc es aproximadamente 2'5 veces su-
perior al que poseen los animales controles, elevando-
se de 6'2*0'7 en estas ratas a 15'9 £13'2 en las alco-
hélicas, diferencias estadisticamente significativas

(p«0'0125).
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Tabla XVI.-

125

Porcentaje de I-VIP unido especificamente a en-

terocitos de ratas controles y ratas sometidas a in-
gesta aglda de etanol (X*ESM, n=4).

12

% 251_VIP unido (5 g DNA/m1)

Controles 5'1%f0'9

Alcohdlicas stgt1r2

Tabla XVII.-

Contenido de AMPc de la mucosa intestinal de ratas
controles y ratas sometidas a ingesta aglGda de etanol
expresado en pmoles/g de tejido (X*ESM, n=3).

AMPc (pmoles/g de tejido)

Controles 6'20'7

Alcohdlicas 15'9 X 312 *

* p<0'0125
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IV.DISCUSION




En el presente trabajo se han analizado los efectos
del etanol sobre la interaccidn del VIP a sus recepto-
res de membrana en células aisladas del epitelio in-
testinal de rata, asi como su efecto efecto mas inme-
diato sobre ella que es la activacidn del sistema ade-
nil ciclasa.

La finalidad de este estudio es la de aportar nue-
vos datos acerca de la fisiopatologia de las altera-
ciones hidroelectroliticas que se producen durante el
alcoholismo, a través de la posible implicacidén del
sistema receptor-efector para VIP a nivel del epitelio
intestinal.

Para ello se han seguido las siguientes etapas:

- Obtencidén de un modelo experimental de alcoholis-
mo, utilizando para ello ratas wistar machos, las cua-
les fueron scmetidas a ingesta de soluciones acuosas
de etanol, como Unica fuente de bebida, durante un pe-
riodo de 12 semanas y en las que se confirmdé el estado
alcohb6lico mediante la determinacidén de 1los niveles

de alcoholemia.

- Estudio de la interaccidn VIP-receptor, a través
del andlisis estequiométrico de la unidén del 125I-VIP
a los receptores especificos de membrana, en células
alisladas del epitelio intestinal de rata, obteniéndose
una disminucidén de la capacidad de unidn en los anima-
les que ingieren etanol. Dicha disminucidén no se pro-
duce por una disminucidén de la afinidad de los recep-
tores, sino por una disminucidén de la capacidad de
unién, fundamentalmente a nivel de los receptores de

alta afinidad.

- Estudio de la produccidn de AMPc tras la estimu-
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lacibén por el VIP, en la que se ha observado una dis-
minucidén de dicha produccidén después de 10 semanas de
ingesta de etanol sin que las Km se modificaran signi-

ficativamente.

La motivacidén del presente trabajo surge a raiz de
la reciente aparicién en la literatura de una serie
de resultados, que relacionan ciertos tumores produc-
tores de polipéptido intestinal vasocactivo (VIP) con
la aparicibén de una intensa diarrea, similar al cdlera
pancreatico.

El polipéptido intestinal vasoactivo (VIP), como
se sabe, es un octacosapéptido aislado por SAID y MUTT
en 1980 a partir de intestino delgado de cerdo . Desde
esa fecha hasta la actualidad, el VIP ha pasado de ser
considerado como una hormona de accidn local o para-
crina (POLAK,1974) a considerarlo como un neurotrans-
misor o neuromodulador (GUIACHETTI et al,1977).

Durante los Gltimos afios, la localizacidn, distri-
bucidén asi como el sistema receptor-efector para el
VIP, ha sido bien caracterizado en gran cantidad de
érganos y tejidos, entre los gque se encuentra el sis-
tema nevioso central, tracto genitourinario y tracto
intestinal. Como se puede observar en la tabla XVIII,
de todos los tejidos estudiados, el que mayor concen-
tracién de VIP posee es el tracto intestinal (FAHREN-
KRUG,1980). En este tejido han sido descritas fibras
nerviosas '"vipérgicas'", en su mayor parte intrinsecas
con sus cuerpos celulares localizados en los plexos

submucoso y mientérico (SAID,1984).
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Tabla XVIII.-

Distribucidbn y concentracidén del polipéptido intes-
tinal pancreatico (VIP), expresado como pmoles/g (peso
himedo), en el sistema nervioso central y otros tejidos
de varias especies de mamiferos. Los datos son medias
del nimero de determinaciones indicado entre parénte-
sis (FAHRENKRUG,1980),

Hombre Cerdo Rata

Sist. Nervioso Central

Corteza Frontal 15'8 (11) 8'3 (9) 111'7 (5)
Cort. Parietal 18'9 (10) 13'6 (7) 62'3 (5)
Cort. Temporal 13'8 (8) 13'8 (3) 103'3 (5)
Cort. Occipital 21'4 (10) 16'2 (7) 82'9 (5)
Hipocampo 18'1 (10) 19'5 (9) 25'8 (5)
Nacl. Caudado 4'6 (11) 0'9 (8) 5'5 (7)
NGcl. Lenticular 2'4 (12) 1'2 (5) 10'5 (8)
Talamo 0'3 (8) 0'5 (8) 8'6 (7)
Hipotéalamo ©23'1 (6) 5'6 (8) 31'8 (10)
Bulbo Olfatorio —-—— 1'3 (5) 6'7 (4)
Sust. Nigra 1'9 (6) 114 (5) 4'2 (8)
Cerebelo 0'4 (8) 0'3 (6) 0'8 (5)
Médula Espinal —_— 1'0 (4) 6'2 (5)

Tracto Genitourinario

Utero 414 (4) 60'9 (3) 4'6 (4)
Vagina 16'1 (3) 23'8 (1) -———

Tracto Intestinal

Intest. Delgado 520'3 (4) 477'4 (10) 353'4 (2)
Intest. Grueso 529'9 (2) 784'2 (5) 340'0 (2)
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La unién del VIP a la membrana de células aisladas
de epitelio intestinal de rata ha sido caracterizada
anteriormente por otros autores (PRIETO et al,1979).
Dicha unidn parece residir concretamente en la membra-
na basolateral y no en el borde ciliado de la célula.
Este hallazgo parece ser la causa por la que existe
una carencia de efectos del VIP sobre el transporte
de iones, cuando este se aplica por el borde mucoso
en preparaciones "in vitro". Sin embargo, cuando el
VIP se administra en infusidn intravenosa a sujetos
sanos, en dosis similares a las gue poseen los pacien-
tes afectos de tumores productores de VIP (vipomas),
este causa importantes alteraciones de la secrecidn y
absorcidén de iones, con produccidén de intensa diarrea
(KANE et al,1983).

Con las dosis de etanol que han sido administradas
(20%) a los animales durante el periodo de tiempo que
se necesitd para su realizacidén (12 semanas), se ha
obtenido una disminucién de 1la curva de crecimiento
ponderal en los mismos (figura 13 ). Esta reduccidn
de peso que hemos obtenido tras la ingesta de etanol
ha sido semejante a las descritas por otros autores
(MAJCHROWICZ,1975). Incluso esta disminucidén parece
ser mas acuéada cuando la administracibén de etanol se
realiza sobre ratas recién destetadas (DIAZ GARCIA et
al,1983). Segln estos mismos autores la pérdida de pe-
so podria estar ocasionada por por dos posibles moti-
vos, el primero seria el menor volumen de liquido que
toman las ratas que ingieren etanol, este dato ha sido
también corroborado por nosotros como sSe muestra en
la tabla IV , donde se observa una disminucidn de la
ingesta de ligquido de aproximadamente un 40% del volu-
men ingerido por las ratas controles. El segundo moti-
vOo parece ser debido a un menor consumo de calorias

derivadas de la comida en favor de las calorias apor-
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tadas por el etanol suministrado en la bebida, dato
que también hemos podido comprobar en nuestras expe-
riencias al compararlos con los datos obtenidos de los
animales controles, como se muestra en la figura 15 y
en la tabla III . El1 aporte total de calorias consumi-
das en ambos grupos de ratas es similar, a pesar de
gue las ratas tratadas con etanol consuman menos calo-
rias procedente de la comida. Como hemos visto ante-
riormente, esto podria llevar a pensar que en estas
ratas exista una malnutricidén por insuficiente aporte
de nutrientes. Sin embargo, hay trabajos que afirman
que la cantidad de alimento que ingieren estas ratas,
contienen los suficientes nutrientes considerados ne-
cesarios para el crecimiento normal, con 1o que pode-
mos descartar que los efectos producidos por el etanol
fuesen ocasionados de forma secundaria a la malnutri-
cidén, sino que se deben a la accidn directa del propio
etanol (WARNER,1962), (tabla II).

También hay autores que afirman que cuando se some-
te a ingesta de etanol a los animales adultos, existe
un alto porcentaje de ellos que presentan una cierta
resistencia a tomarlo. Por ello, a nuestras ratas se
les administrd 21 mismo de forma progresiva, incremen-
tando su concentracidén desde un 5% durante la 12 sema-
na hasta alcanzar una dosis del 20% (v/v) a la 32 se-
mana, dosis que se mantuvo constante hasta completar
el periodo de 12 semanas que se requirid para la rea-
lizacibén de las experiencias. A pesar de ello, durante
la realizacidén del trabajo existidé un porcentaje de
aproximadamente un 10% de animales gque no se adaptaron
a la ingesta de etanol, pero que al ser el etanol la
Gnica fuente de bebida que poseian, la deficiencia de
aporte liquido los conducia a estado de deshidratacidn
importante asi como a una rapida pérdida de peso, mu-

cho mas acusada que en el resto de los animales, por
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lo que fueron separados inmediatamente del grupo que
lo consumia, para que no interfiriesen en los resulta-
dos.

Como medida cautelar,y para confirmar el estado al-
cohdélico de los animales sometidos a ingesta crbnica
de etanol, a medida que fueron sacrificados en 1los
distintos periodos de ingesta, se les extrajo sangre
(aproximadamente 5 ml), para realizar posteriores de-
terminaciones, entre las que se incluyd la valoracién
de los niveles de alcoholemia, que como ha sido mos-
trado en la tabla Vv , aumenta progresivamente a me-
dida que se incrementa el periodo de ingesta. También
con esta finalidad, fueron realizados diversos estu-
dios morfoldgicos mediante microscopla Optica en ratas
que habian sido sometidas a 12 semanas de ingesta de
etanol. Las preparaciones tisulares que fueron estu-
diadas (higado e intestino delgado) presentaban una
apariencia normal, coincidiendo esto con los datos ob-
tenidos por otros autores (BARAONA et al,1974; RUBIN
et al,1972; LINDROS et al,1983) en preparaciones simi-
lares. Sin embargo, estos mismos autores encuentran
grandes alteraciones estructurales importantes cuando

realizan estos estudios al microscopio electrébnico.

Para estudiar la unidén del VIP a sus receptores es-
pecificos de membrana en células aisladas de epitelio
intestinal de ratas sometidas a ingesta crobénica de
etanol, se ha utilizado un derivado iodado del péptido
intestinal vasocactivo que tiene una alta actividad es-
pecifica. Ello se ha conseguido marcando el VIP con
125I—VIP, mediante la técnica de la cloramina T (LA-
BURTHE et al,1977). Este VIP marcado se ha comprobado
que es capaz de unirse a sus receptores especificos
de membrana de igual forma a como lo hace el péptido
no marcado (PRIETO et al,1979). También se ha empleado
VIP aislado a partir de intestino delgado de cerdo,

empleando para ello el método descrito por LABURTHE et
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al (1977). La utilizacién del VIP porcino en la cuan-
tificacidén de la interaccidén VIP-receptor en nuestras
experiencias se debe a que éste no produce interferen-
cias en la evaluacidn de la afinidad de los receptores
de los enterocitos, ya que el VIP porcino y el de rata
poseen una idéntica secuencia de aminodcidos (PRIETO
et al,1979).

La caracterizacidén de la unidn del VIP a los recep-
tores especificos de membrana en células aisladas de
epitelio intestinal de rata, ha sido realizada ante-
riormente a este trabajo por otros autores (PRIETO et
al,1979). Ademés, también se ha caracterizado dicha
unién en membranas plasmaticas aisladas de enterocitos
(AMIRANOFF et al1,1980).

Para la caracterizacidén del la unidén del VIP a su
receptor, 1los autores anteriormente citados, estudia-
ron una serie de propiedades entre las que se incluye
la verificacidén de las condiciones éptimas de realiza-
cibén de las experiencias, como son el pH y la tempera-
tura de incubacibdn de las células. Asi, para las célu-
las aisladas del epitelio intestinal de la rata, di-
chas condiciones Optimas de trabajo se obtienen con
un pH de la mezcla de incubacibén de 7'5 y una tempera-
tura de 15°C. A esta temperatura se consigue un equi-
librio estable de la unidn del péptido a su receptor
lo suficientemente duradero como para permitir la rea-
lizacidén de las distintas experiencias. Ademés, a esta
temperatura se produce una degradacidén mucho menor del
péptido que a temperaturas superiores (30°C). Esto ex-
plicaria, al menos en parte, el que no se consiga una
unidén estable a temperaturas superiores.Esta importan-
te degradacidén del péptido que se produce por los en-
terocitos, también ocurre a nivel de otros sistemas
celulares, como las membranas hepaticas (GUERRERO et
al,1981), células acinares pancreaticas (CHRISTOPHE et
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al,1976), linfocitos (CALVO et al,1985), membranas de
células tiroideas (MOLINERO et al,1985), En cambio,
las células Hela del carcinoma de cérvix uterino de-
grada muy poco al VIP ni a 152 ni a 30¢C (PRIETO et
al,1981). En el presente trabajo se realizaron las ex-
periencias a 152C, por las razones anteriormente ex-
puestas anteriormente y, para tener como referencia
los trabajos previamente publicados sobre el tema.

La degradacién del péptido en este trabajo, reali-
zado a pH 7'5 y 15°C de temperatura de incubacidn, no
fue superior al 35% después de 60 min (figura 30yta-
bla XII ), esta degradacidén es algo superior a laen-
contrada en trabajos previos (PRIETO et al,1979) y que
oscilan alrededor de un 20% en el mismo periodo de
tiempo. Asimismo, se ha realizado la cinética de aso-
ciacidén del péptido a su receptor especifico mediante
la cuantificacidén de la unidén especifica en funcidn
de diferentes periodos de incubacibn (5,10,15,20,30,60
y 90 min), en la que se alcanza un equilibrio aparente
a partir de los 30 min de incubacidn.

En los estudios estequiométricos, la adicidn de
concentraciones crecientes de péptido intestinal va-

-10 a 10—7

I-VIP), el cual se utiliza a una concen-

soactivo no marcado (10
125

M) compiten con el
trazador (
tracién constante (45 pM) en la mezcla de incubacidn.
Bajo las condiciones 6ptimas observadas para la unidn,
se produce una disminucidn de la unidn del trazador en
forma dosis-dependiente y continua (AMIRANOFF et al,
1$80; PRIETO et al,1979). En el presente trabajo, tam-
bién se obtuvo esta disminucidén de la unidn por adi-
cibén competitiva de VIP nativo, con resultados simila-
res a los obtenidos por otros autores en preparaciones
celulares y condiciones de trabajo similares (figura
19 y tabla VIII).

El an&lisis de SCATCHARD de los resultados de la
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unién del 125I—VIP a sus receptores obtenidos en el

presente trajajo, produce unas curvas de concavidad
superior., Esto indica la existencia de dos poblaciones
de receptores funcionalmente independientes. Esta he-
terogeneidad de receptores, algunos autores la ex-
plican por la existencia de distintos tipos de célu-
las obtenidas a través del proceso de aislamiento ce-
lular a partir del epitelio intestinal y de las vello-
sidades, 1las cuales contienen un cierto porcentaje
(aproximadamente 10%) de células mucosas y células del
borde ciliado. Sin embargo, estudios realizados sobre
células de las criptas epiteliales de intestino delga-
do y colon, que son células de una extirpe mas primi-
tiva, también encuentran estos dos tipos de recepto-
res. Por tanto, los receptores de VIP se encuentran
en dos estados diferentes, una poblacidén de alta afi-
nidad, que se corresponde con el primer tramo de la
curva, con un numero relativamente pequefio de recep-
tores y otra de baja afinidad que se corresponde con
el segundo tramo de la curva, con un mayor numero de
receptores. Estas dos conformaciones de la molécula
de receptor para VIP se encuentran en equilibrio inde-
pendiente de la concentracidén del péptido. Estos datos
estan de acuerdo con la mayor parte de los existentes
en la literatura como son células aisladas del epite-
lio intestinal (PRIETO et al,1979), células acinares
pancreaticas (CHRISTOPHE et al,1976), células mononu-
cleares sanguineas (GURRERO et al,1981), células de
la prbstata ventral (PRIETO y CARMENA,1983),linfocitos
(CALVO et al, 1985), membranas plasmaticas de células
tiroideas (MOLINERO et al,1985). Sin embargo, discre-
pan con los obtenidos en linfocitos por DANEK et al
(1983), cuyo andlisis de SCATCHARD muestra una grafica
de tipo lineal, lo que indica la existencia de un solo

tipo de receptor para VIP.
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A partir de 1la representacidén de SCATCHARD de los
resultados de la unidén del VIP a sus receptores espe-
cificos, se obtienen 1los parametros correspondientes
a las constantes de disociacidén y de la capacidad de
unidén de los receptores de alta y baja afinidad.

Las constantes de disociacidn globales (Kd global)
gque se obtuvieron en el presente trabajo para los ani-
males controles estuvieron alrededor de 4'0 nM, por
lo que son muy similares a las que obtienen otros au-
tores, como se detalla en la tabla XIX . Asimismo,
la Kd obtenida para los receptores de alta afinidad
fue de 1'1 nM y para los de baja afinidad de 79'4 nM,
en animales controles, datos que también son muy simi-
lares a los de otros autores (tabla XIX ).

Otro parémetro importante obtenido a partir de este
andlisis, es el de la capacidad de unidén del sistema
receptor. Asi para los receptores de alta afinidad fue
de 19'2 pM/mg DNA, mientras que para los de baja afi-
nidad fue de 581'0 pM/mg DNA.

Cuando se estudian de forma particular los resulta-
dos obtenidos en la caracterizacidn y estequiometria

de la unidén del 125

I-VIP a sus receptores especificos
de membrana en las células aisladas del epitelio in-
testinal de ratas que han sido sometidas a una ingesta
crdénica de etanol y se comparan con los obtenidos en
el grupo de ratas controles, que previamente se ha
discutido, encontramos que la cinética de degradacién
que muestra el VIP en las ratas sometidas a 12 semanas
de ingesta de etanol, en condiciones 6ptimas de pH y
temperatura (7'5 y 159C respectivamente), no muestra
diferencias con la cinética de degradacidn del péptido
de las ratas controles (figura 30 ). En cambio, en
la cinética de asociacidn de las ratas tratadas con
etanol se observa una menor unidén que en las ratas del

grupo control en todos los periodos de ingesta estu-
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diados (6,8,10 y 12 semanas) (figura 28 ). Sin embar-
go, cuando estos datos de la cinética de asociacibn
se representan en funcidén de la unidn méxima (figura
29 ), se obtiene curvas que son practicamente super-
ponibles, lo cual nos indica que la disminucibén de la
unidén que presentan las ratas tratadas con etanol, no
se deben a diferencias en las velocidades de asocia-
cidén entre ambos grupos.

En los estudios de competicidén, la adicidbn de con-
10—10—7M),

I-VIP) utilizado a una con-

centraciones crecientes de VIP nativo (10~
desplazan al trazador (125
centracidén constante (45 pM) en la mezcla de incuba-
cidén, obteniéndose en las ratas tratadas con etanol
durante los distintos periodos de ingesta, unas curvas
de tipo dosis-dependiente, al igual que con las ratas
controles (figura 19 ) y que son similares a las obte-
nidas en trabajos previos por otros autores (PRIETO
et al,1979). Sin embargo, en las ratas que ingieren
etanol existe una importante disminucién de la unidn
cuando se compara con la de las ratas controles (tabla
VIII y figura 19 ).

La mitad de la inhibicidén méxima (Kd global) para
los animales controles es de 4,0 nM, no existiendo

grandes variaciones de este valor en las ratas trata-

das con etanol: Kd global
62 semana 2'5 nM
82 semana 4'0 nM
102 semana 2'0 nM
122 semana 7'0 nM

Estos valores también son semejantes a los obteni-
das por otros autores (tabla XIX ) para sistemas ce-
lulares similares,

En todas las representaciones de SCATCHARD de 1los

datos de competicidédn realizados en este trabajo, apa-
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Tabla XIX.-

Constantes de disociacidn de los receptores de VIP

en diversos sistemas celulares.

Kd (nM)

Kd global Kd alta af. Kd baja af.

Aparato Digestivo

PRIETO et al1,1979 ...... 3'1 1'6 74
AMIRANOF et a21,1980....3'0 0o'3 150
BROYART et al1,1981 ..... 2'0 1'4 46
Higado

GUERRERO et a1,1981....0'5 0'4 170

Pancreas exocrino

CHRISTOPHE et al,1976..1'0 7'4 82

Prostata ventral

PRIETO y CARMENA,1983..13'0 4'0 18

Sist. Nervioso Central

ROBBERECHT et al,1978., -- 3'6 285

Lineas tumor. en cultivo

PRIETO et 21,1981 ....... 6'0 2'4 100

Cel. mononucleares

GUERRERO et al,1981..... 0'4 o2 80
CALVO et al1,1885 ........ 0'3 0'1l 80
Tiroides

MOLINERO et al1,1985....50'0 13'0 480
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recen curvas de concavidad superior (tanto el grupo
control como las tratadas con etanol) lo cual indica,
como se ha referido con anterioridad, 1la existencia
de dos tipos de receptores funcionalmente independien-
tes, también en las ratas que ingieren etanol durante
todos los periodos estudiados: Una poblacidén de alta
afinidad y baja capacidad de unidén y otra de baja afi-
nidad y alta capacidad de unidén. A partir de estas re-
presentaciones, los valores de Kd que se obtuvieron
para los receptores de alta afinidad en los animales
tratados con etanol oscilaron entre 1'l nM y 0'8 nM,
mientras que para los controles fue de 1'l nM (tabla

IX ), v las Kd de los receptores de baja afinidad
oscilaron entre 75'0 nM y 112'8 nM, mientras que para
los controles fue de 79'4 nM (tabla IX ). Todo ello
indica que el etanol no produce modificaciones signi-
ficativas de las Kd en ninguna de las poblaciones de
receptores de VIP en células aisladas de epitelio in-
testinal de rata.

Otro parémetro importante que se obtiene a través
del andlisis de SCATCHARD de los datos de competicidn
es el de la capacidad de unidén (BC) de las dos pobla-
ciones de receptores para el péptido. Asi, para las
ratas sometidas a distintos periodos de ingesta con
etanol, las capacidades de unidén de los receptores de
alta afinidad disminuyeron significativamente en todos
los periodos de ingesta estudiados, respecto a la ca-
pacidad de unidén de los controles (tabla IX y figu-
ra 26 ). Sin embargo, solo hubo diferencias signifi-
cativas en las capacidades de unidén en los receptores
de baja afinidad en los animales sometidos durante 10
y 12 semanas a ingesta de etanol, con respecto a 1los
controles (figura 27). ‘

En resumen, de todo lo anteriormente expuesto se

puede deducir que el etanol no modifica las Kd globa-
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les, ni la de las distintas poblaciones de receptores
para VIP (alta y baja afinidad). Sin embargo, si se
modifican las capacidades de unidén de estos receptores
(fundamentalmente de los receptores de alta afinidad).

Otro aspecto importante que ha sido estudiado en
el presente trabajo, fue la determinacidén de la acti-
vidad adenil ciclasa en células aisladas de epitelio
intestinal de ratas que habian sido sometidas a inges-
ta de etanol durante distintos periodos de tiempo.

El VIP se ha mostrado capaz de estimular el sistema
adenil ciclasa en estas preparaciones celulares, como
se han descrito previamente por otros autores (LABUR-
THE et al,1979; AMIRANOFF et al,1980). Asi como en
otros sistemas celulares (PRIETO et al,1981; RAMIREZ
CARDENAS et al,1981; GUERRFRO et al,1981; CALVO et al,
1985; MOLINERO et al1,1985).

El efecto del VIP sobre la actividad adenil ciclasa
es de tipo dosis-dependiente, teniendo un efecto esti-
mulador significativo sobre 1los niveles basales de
AMPc a concentraciones tan bajas como 3x10_1OM, siendo
esta estimulacién mayor a medida que aumentamos la
concentracidén del péptido, hasta alcanzar el méximo
a concentraciones del orden de lO—7M y obteniendose
una estimulacidén de aproximadamente 5 veces superior
a los niveles basales (figura 37 ).

En los animales controles de nuestro trabajo se
consiguid el 50% de la estimulacidn del sistema adenil
ciclasa (Km) a una concentracidn del péptido de 2'63
nM (tabla XV ), este valor es muy semejante al que
obtienen otros autores que utilizaron sistemas celula-
res similares (tabla XX ). Hay que resefiar que los
valores de Km hallados en este trabajo son similares
al que poseen las constantes de disociacién (Kd) de
los receptores de alta afinidad, 10 cual indica que

son sbélo estos receptores 1los que se encuentran aco-
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plados al sistema adenil ciclasa, mientras que los re-
ceptores de baja afinidad serian receptores 'mudos'".
Este planteamiento estd de acuerdo con el mentenido
por otros autores (LABURTHE et al,1979; PRIETO et al,
1981; RAMIREZ CARDENAS et al,1981; SARRIEAU et al,
1983).

En el modelo de ratas tratadas con etanol que se
ha estudiado en este trabajo, la actividad del sistema
adenil ciclasa cuantificada a través de la produccidn
de AMPc fue también estimulada por dosis crecientes
de vIP (1071%-1077

es menor que la gue se produce en 1los animales que no

M). Sin embargo, esta estimulacidn

tomaron etanol, siendo claramente significativa esta
disminucidén en 1la produccidén de AMPc durante las 10
y 12 semanas de ingesta del mismo (tabla XIV ).

Si bien en las ratas tratadas con etanol se produce
una disminucibén de la produccidn de AMPc, como se co-
mentd anteriormente, los valores de la Km en los dis-
tintos periodos de ingesta, muestran una ligera dismi-
nucidén aunque no llegan a ser significativas (tabla

XV ), por lo que siguen siendo similares a los va-
lores de las constantes de disociacidén de los recepto-
res de alta afinidad para VIP.

También hay que comentar, que aunque las concentra-
ciones de AMPc basales y estimuladas por el VIP en los
diferentes periodos de ingesta de etanol muestran las
diferencias anteriormente comentadas, no lo son sin
embargo, los promedios de estimulacidén. Estos prome-
dios son muy semejantes, siendo aproximadamente de 5
veces 1los valores basales en todos los periodos de in-
gesta estudiados (tabla XV ).

En resumen, el etanol produce una disminucidn de
la actividad adenil ciclasa, posiblemente debido a su
accidn sobre los receptores de alta afinidad. Asimis-

mo, el etanol no modifica los promedios de estimula-
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Tabla XX .~

Constantes de Michaelis (Km) para el sistema adenil

ciclasa activado por VIP en diferentes sistemas celu-

lares.

Aparato DIgestivo Km (nM)
DUPONT et al,1980 ..iveeeeeeronoancraosssnososaos . 1'20
LABURTHE et al,1970. ..t teeeeceensonsasossosescs 2'30
Higado

DESBUQUOIS et al,1973. ... s e s esen s an c e e e s Q'20
BATAILLE et al,1974....¢.ce.s cees e e s e et s aceans 0'25
RAMIREZ-CARDENAS et al,1981.¢cctetereconsasanse 0'30

Tejido adiposo

DESBUQUOIS et al,1973...... ceeeranenan cee e e 1'00
BATAILLE et al,1974 ...iiveennnn Chece s es e 2'50

Células acinares pancreaticas

ROBBERECHT et al,1979 ...ttt ieneernnnnsasans 0'40
GARDNER et al, 1977 ..ttt innenonccnsanosns 0'30

Lineas tumorales en cultivo

PRIETO et al,1881 ...... e eeeea e et ese e 1'00

Células mononucleares sanguineas

GUERRERO et 21,1981 .....c.. cee et s esenans vees. 0'10
CALVO et al,1985 ..ttt errseoesnoensosonsocs . 0'09
Tiroides

MOLINERO et al,1985 (.t eetoeocsansosananannsnesse 5'00

oty Ry,
k Séﬁl:\

€$9&<g\
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cién de dicho sistema.

Todo ello sugiere que el etanol produce una dismi-
nucién del nOmero de receptores para VIP, fundamental-
mente de los receptores de alta afinidad. Como conse-
cuencia de la disminucidén de la capacidad de unidn se
produce una disminucién de la produccién de AMPc a ni-
vel del epitelio intestinal.

Se ha descrito previamente (GREENE et al,1971; WIL-
SON Y HOYUMPA,1979) y se ha comprobado en el presente
trabajo (tabla XVII), que la exposicidédn directa de
preparaciones celulares o bien la administracidén agada
de etanol,'producen un incremento en la produccidn de
AMPc en células del epitelio intestinal, 1o cual po-
dria explicar los efectos secretores y la produccidn
de diarrea en los sujetos alcohb6licos. Para ello, se
han descrito una serie de posibles mecanismos, entre

los qQue se encuentran:

1) Cambios en la afinidad o nGmero de receptores
a estimulos especificos, por alteracidén en la fluidez
de la membrana (BOROSHOV et al,1976).

2) Estimulacibn directa de la actividad adenil ci-
clasa (GREENE et al,1971).

3) Incremento de los niveles de ATP (CARTER et al.
1973).

4) Disminucidédn de la actividad fosfodiesterasa, lo
gue produciria una alteracidn de los niveles de AMPc
(TAGUE Y SHAMBOUR,1974).

5) Accibén sobre el transporte de iones, a través
de modificaciones en la via glucolitica (GREENE et al,
1974; WILSON Y HOYUMPA,1979).
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En cambio, los datos existentes sobre la adminis-
tracién crdénica de etanol son muy escasos y de ningin
modo en el sentido de producir un aumento de los nive-
les de AMPc.

En el presente trabajo, se encuentra que los nive-
les de AMPc en el epitelio intestinal no se alteran
e incluso presentan una cierta disminucibén, por efecto
de la ingesta crénica de etanol. Estos datos podrian
indicar la existencia de un mecanismo, a medio o largo
plazo, por el que se contrarrestaria el aumento de
AMPc producido por la administracidn agida de etanol.

Este mecanismo se postula que podria ser debido
bien a un efecto directo del etanol sobre los recepto-
res de VIP en las células del epitelio intestinal, mo-
dificando su disposicidédn en la membrana plasmética o
su sintesis, o bien porque el etanol produzca un au-
mento del VIP a nivel del epitelio intestinal, 1lo que
induciria a largo plazo un mecanismo de autorregula-
cidén, mediante el cual podriamos explicar en nuestro
caso, la disminucidén en el nUmero de receptores y por
consiguiente, la ausencia del incremento en los nive-

les de AMPc estimulados por el péptido.
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V.CONCLUSIONES




12,- La curva ponderal de las ratas tratadas con eta-

nol es inferior a la de las ratas controles.

22,- E1 aporte caldérico total de las ratas que ingie-
ren etanol es muy semejante al de las ratas controles,
a pesar de que tuvieron una menor ingesta de dieta ha-
bitual.

32,- La relacidén proteinas/DNA disminuye en los ente-

rocitos de ratas que toman etanol.

42 .- El1 estudio morfoldgico mediante microscopia opti-
ca de tejido hepatico y de intestino delgado de ratas
sometidas a 12 semanas de ingesta de etanol al 20%
(v/v), no presentan diferencias estructurales signifi-
cativas.

52,- La unidén del 125I-VIP a enterocitos de ratas es
dependiente del tiempo, la temperatura y saturable,

presentando una Kd global de 4 nM.

62,- E1 andlisis de Scatchard permite distinguir dos
poblaciones de receptores, uno de alta afinidad y baja
capacidad de unidén y otro de baja afinidad y alta ca-

pacidad de uniodn.

72 .- E1 tratamiento cronico con etanol disminuye el
porcentaje de unidén del VIP a sus receptores en los
enterocitos,en todos los periodos de ingesta estudia-
dos.

82,- El1 anédlisisde Scatchard muestra en las ratas tra-
tadas largo tiempo con etanol, que la disminucidbdn de
la unidén del VIP a sus receptores, se debe a una modi-
ficacidén en el nimero de receptores y no a una modifi-

cacidn en la afinidad de los mismos.
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92 .- La produccién de AMPc es dependiente de la con-
centracidén de VIP, produciendose un aumento significa-
tivo sobre 1los niveles basales a concentraciones tan

bajas como 3xlo_1OM. La activacibén méxima se produce

a una concentracién de VIP de 2'6x10‘9M.

102.- E1 etanol produce una disminucidén de la activa-
cidén del sistema adenil ciclasa estimulada por el VIP.
Sin embargo, los promedios de estimulacidén con respec-
to a los basales en todos los periodos de ingesta es-

tudiados son similares (alrededor de 5 veces).

112,- La ingesta agGda de etanol, por el contrario,
no modifica la unidén del VIP a sus receptores en ente-
rocitos de rata y produce un aumento significativo del

contenido de AMPc en la mucosa intestinal.

122 .- En resumen, la ingesta crdénica de etanol produce
una disminucién del nGmero de receptores de VIP en en-
terocitos de rata y una disminucién de la produccidn
de AMPc estimulada por el péptido. En cambio, en la
ingesta agGda la unibén del VIP a sus receptores espe-
cificos no se modifica e incrementa el contenido de
AMPc, por lo que podria existir un mecanismo compensa-

torio a medio y largo plagzo.
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