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I NTR O D UTCC I O N




INTRODUCCION

La prevencién primaria de la enfermedad cardiaca corona
ria sobre la base de factores de riesgos conocidos y detectables
forma hoy en dia una parte muy importante de todo servicio de sa-
lud moderno. Junto al consumo de cigarrillos y la hipertensién,
los niveles elevados de lipidos en sangre son de especial impor-
tancia para el desarrollo temprano y acelerado de la enfermedad

cardiaca coronaria ( Greten y col., 1980).

Hay pues un interés considerable en encontrar nuevos
farmacos capaces de disminuir los niveles de lipidos séricos de
forma especifica y segura. Para la evaluacién de nuevos compues-
tos seria de gran ayuda saber tanto como sea posible sobre el me-

canismo de accidén de los farmacos existentes.



El bezafibrato es uno de los principales farmacos utili
zados hoy dia en las distintas afecciones humanas que conllevan
un aumento de la concentracién de lipidos en sangre ( Olsson y
col., 1977). Fue sintetizado por Witte y col. quienes basandose
en la molécula de un farmaco utilizado durante mucho tiempo como
hipolipidémico, el clofibrato, sintetizaron una serie de compues-
tos los cuales tenian en comiin con él el grupo &cido isobutirico.
De ellos fue seleccionado el bezafibrato que ha reemplazado al
clofibrato en la terapia de las hiperlipemias ya que los estudios
comparativos. realizados muestran superior actividad dei bezafibra
to (Stork y Lang,.1975; Olsson y col., 1977; Bérndt -y col., 1978).
Esto permite su utilizacién a dosis menores con la consecuente

disminucién de los efectos secundarios.

Otra ventaja del bezafibrato frente al clofibrato es el
aumento producido por el primero de los niveles de la fraccién 1i
poproteinica HDL ( Rush y Fears, 1982; Schwartzkopff y col.,1982)
que de acuerdo con los resultados de estudios epidemiolégicos re-
presenta un factor de riesgo negativo en cuanto a la morbilidad y
mortalidad de las enfermedades cardiovasculares, existiendo una
correlacién inversa entre los niveles de HDL-colesterol y el ries
go de enfermedad cardiaca coronaria (Miller y Miller, 1975; Rhoads

y col., 1977; Gordon y col., .1977).

El bezafibrato ademds produce una disminucién de la afi
nidad por el oxigeno de la hemoglobina humana normal permitiendo
una entrega potencialmente mejorada de oxigeno a los tejidos is-

quémicos (ej. miocardio) (Perutz y Poyart, 1983).



La estructura quimica del bezafibrato es:

CH3

|
Cl-@CO—NH—CHZ—CH2©O—C—COOH
t

CH3

AC. 2-(4-(2-(4-CLOROBENZAMIDO)ETIL)-FENOXI)-2-METIL-PROPIONICO

Sus efectos sobre los niveles de lipidos en sangré han
sido ampliamente estudiados. (Stork y Lang, 1975; Olsson y Lang,
1978). Desciende y normaliza lés niveles elevados de colesterol
y triglicéridos tanto en animales de experimentacién (Berndt y
col., 1978; Stegmeier y col., 1980; Fahimi y col., 1980) como en
el hombre (Wechsler y col., 1980; Arntz y col., 1980), reduce la
concentracién de las fracciones lipoproteinicas aterogénicas, las
VLDL o pre-p—lipoproteinas y las LDL O/G—lipoproteinas (Arntz y
col., 1980; Bolzano y col., 1980; Olsson, 1980) e incrementa los

niveles de la fraccién lipoproteinica HDL.

Aunque el mecanismo de accién de este farmaco ha sido
objeto de numerosos estudios (Berndt y col., 1978; Lazarow, 1980;
Klose y col.,.1980; Lazarow y col., 1982), éste no ha sido aln
definitivamente establecido pareciendo que intervienen en el mis-

mo varios mecanismos.

En 1976, Lazarow y de Duve observaron que los peroxiso-



mas purificados de higado de rata eran capaces _de oxidar los A&ci
dos grasos de cadena larga (Lazarow y de Duve, 1976), y que este
sistema era activado por el tratamiento de las ratas con clofi-
brato y otros farmacos hipolipidémicos, algunos de los cuales no
estaban estructuralmente relacionados (Lazarbw y de Duve, 1976;

Lazarow, 1977).

Estudios posteriores realizados por estos y otros auto
res confirmaron este efecto en numerosos farmacos hipolipidémicos
entre ellos el bezafibratdﬁ(Lazarow, 1980). Por todo ésto, el me-
canismo de accién mis aceptado actualmente para este grupo de far
macos es la activacién del sistema de,G-oxidacién de Acidos gra-

sos en peroxisomas hepéticos.

El bezafibrato aumenta también de forma significativa
la actividad de la lipoproteinlipasa y la triglicerilhidrolasa
hepatica durante la fase de tratamiento con este farmaco (Klose
y col., 1980). Este aumento de la trigliceridilhidrolasa podria
indicar que las particulas remanentes, ricas en colesterol, son
degradadas, contribuyendo de esta forma, en parte, a la reduccién
de los niveles plasmaticos de colesterol. Este continuado efecto
del bezafibrato sobre estas enzimas podrian también explicar el
aumento de la concentracién aétlas HDL-colesterol.

Por otro lado,‘el bezafibrato ademés de poseer una ac-
cibén hipolipemiante, actia sobre factores trombogénicos propor-

cionando una reduccién de la agregacién plaquetaria (Zimmermann y



col., 1977) y de los elevados niveles de fibrinégeno (Zimmermann
y col., 1978), reduciendo en consecuencia la viscosidad.sanguinea

(Leonhardt y Arntz, 1980).

Resultados obtenidos en este departamento (A. Ayala,
1984a)parecen sugerir que el bezafibrato tiene también un efecto
inhibidor sobre la sintesis de 4cidos grasos. E1 tratamiento de
ratas con este farmaco impide la induccién de la glucosa-6-P-des
hidrogenasa y 6-P-gluconato-deshidrogenasa del ciclo de las pen-
tosas-fosfato producida por'el ayuno-realimentacién o por la ad-

ministracién de insulina.

El estudio del efecto del bezafibrato sobre la biosin-
tesis de lipidos "in vivo",utilizando agua tritiada (A. Ayala,
1984b) demostré que en los principales tejidos lipogénicos de la
rata (tejido adiposo e higado) el bezafibrato impide la induccidn
de la sintesis de acidos grasos producida por las dos situaciones

lipogénicas antes mencionadas.

Con el fin de ampliar el estudio de las acciones del be
zafibrato, nos parece interesante abordar "in vitro" los efectos
de este farmaco sobre el metabolismo lipidico. Para ello, utilizg

remos células aisladas de los principales tejidos lipogénicos.
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1. PARTE TEORICA

1.1. TRANSPORTE DE LIPIDOS EN SANGRE Y ACCION DEL BEZAFIBRATO EN

LAS HIPERLIPOPROTEINEMIAS

Las lipoproteinas plasmaticas son complejos macromole-
culares que sirven en el plasma de vehiculo de transporte de los
lipidos insolubles. Han sido clasificadas en cuatro clases segin
su densidad (Gofman y col., 1954; Lindgren y col., 1972) y movi-
lidad en electroforesis (Lees y Hatch, 1963; Noble y col., 1969;
Papadopoulus y Kintzios, 1969; Hatch y col., 1975): quilomicro-
nes o lipoproteinas que permanecen en el origen, lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL) o) preWﬂ—lipoproteinas, lipoprotei-

nas de baja densidad (LDL) o p—lipoproteinas y lipoproteinas de



alta densidad (HDL) o x-lipoproteinas.

La tabla 1.1 presenta un resumen de las propiedades fi-

sico-quimicas y las funciones de las lipoproteinas plasméticas.

El incremento de la concentracidén de una o mds lipopro-

teinas plasmiticas recibe el nombre de HIPERLIPOPROTEINEMIAS.
La OMS ha propuesto una clasificacién internacional de
las hiperlipoproteinemias basada en la sugerida por Fredrickson

(Fredrickson y col., 1967), y la cual incluye:

1) Hiperlipoproteinemia tipo I o hiperquilomicronemia

. Es un desorden raro, el cual parece debido a una defi-
ciencia de lipoproteinlipasa (la enzima necesaria para el aclara
miento de los quilomicrones desde el torrente sanguineo) o a la
ausenci; de apoproteina C-II1 (necesaria para la actividad de ia

lipoproteinlipasa).

Estad caracterizado por aumento de los quilomicrones,
acompafiado por un marcado incremento en las concentraciones de
triglicéridos. A veces existe también un aumento en las concen-

traciones de las VLDL y colesterol.

2) Hiperlipoprotéinemia tipo ITlao hipercolesterolemia

Se manifiesta por un aumento de la concentracién de cd



CLASIFICACION

Electroforesis origen pre-[3 f &
Densidad guilomicrones VLDL LDL HDL
hidratada
COMPOSICION
Proteinas(%) 0,5-2,0% 12% 25% 50%
Lipidos(%) 98-99,5% 88% 75% 50%
lipidos Triglicéridos Triglicéridos Colesterol Colesterol
mayoritarios Z fosfolipidos
ORIGEN
Intestino Higado e Producto Higado e
intestino metabblico intestino
de VLDL
FUNCION

Transporte de
triglicéridos
exbgenos

Transporte de
triglicéridos
endégenos

Transporte de
colesterol y
fosfolipidos a
células peri-
féricas

?Transporte de
colesterol des
de cél. perifé
ricas al
higado

"TABLA 1.1. Propiedades fisico-quimicas y funciones de las lipoproteinas plasmiticas humanas.

oT1
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lesterol, debido a un incremento selectivo de las concentraciones
plasmiticas de las LDL. El defecto principal de esta enfermedad es

la falta de sintesis de receptores-LDL.

3) Hiperlipoproteinemia tipo IIb o hiperlipidemia fami-

liar combinada

Se caracteriza por incrementos en las concentraciones de
las LDL y VLDL y, por consiguiente, de colesterol y triglicéridos.
Es debida a la sobreproduccién de apoproteina B y al aumento de la

tasa de sintesis y secrecién de VLDL por el higado.

4) Hiperlipoproteinemia tipo III o disbetalipoproteine-

mia familiar

Caracterizada por la presencia en el plasma de una lipo-
proteina con movilidad ﬂ en electroforesis pero con densidad de VLDL,
la cual es probablemente un intermediaric en la formacién de LDL a

partir de VLDL.
Se manifiesta normalmente por hipercolesterolemia e hiper
trigliceridemia, y un aumento de la apoproteina E (Kushwahaijazzard,

1977) especialmente en las VLDL.

5) Hiperlipoproteinemia tipo IV o hipertrigliceridemia

mixta
Es la mas frecuente. Es debida a una elevada sintesis
de VLDL en el hfigado y disminucién de su catabolismoc. Se caracte-

riza por un incremento en las concentraciones de las VLDL y los
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triglicéridos del plasma.

6) Hiperlipoproteinemia tipo V o hipertrigliceridemia

mixta
Caracterizada por un fallo de los sistemas. 1lipéliticos.-

de los quilomicrones y triglicéridos endégenos. Hay aumento en

sangre de triglicéridos y quilomicrones, asi como de VLDL, con co-

lesterolemia normal.

Los tipos II y IV representan la mayoria de las hiper-
lipoproteinemias clinicas; los tipos III y IV son infrecuentes, y

el tipo I es raro.

Todos estos tipos de hiperlipoproteinemias pueden ser
primarios o secundarios a trastornos clinicos de etiologia propia
como diabetes mellitus, sindrome nefrético, alcoholismo, hipotiroi

dismo, colestasis y otros.

Las hiperlipoproteinemias secundarias tienden a corregir
se al tratar la afeccién primaria, y las hiperlipoproteinemias pri
marias pueden ser controladas mediante dietas apropiadas y el uso
de farmacos. De ellas, el tipo I generalmente responde a tratamien

to dietético.

La accifénn hipolipemiante del bezafibrato ha sido demos-
trada en maltiples estudios en pacientes con diferentes tipos de

hiperlipoproteinemias. Todo ello ha confirmado la accidén decisiva
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del bezafibrato en la hipercolesterolemia.tipo IIa (Wechsler y col.,
1980; Kaffarnik y col., 1978; Fellin y col., 1980), en la hipertri
gliceridemia tipo IV (Olsson, 1980; Kaffarnik y col., 1978), asi
como en la hiperlipidemia mixta tipo IIb (Wechsler y col., 1978; Fe
1lin y col., 1980). Asi mismo, normaliza los valores elevados de
los lipidos en el tipo III y V (Olsson, 1980; Wechsler y col.,

1980).

1.2, REGULACION DEL METABOLISMC LIPIDICO

1.2.1. Regulacidén de la biosintesis de &cidos grasos

1.,2.1.1. Principales etapas del proceso

La biosintesis de 4cidos grasos o lipogénesis tiene lu-
gar en la fraccién soluble del citoplasma, efectuéndose en dos pa
sos. En el primero, una molécula de acetil-CoA es carboxilada pa-
ra formar malonil-CoA, en una reaccién dependiente de la energia
liberada en la hidrélisis de ATP, y catalizada por la acetil-CoA

carboxilasa.

CH3—CO SCoA +- HEO;\ + -ATP —> HOOC—CHZ—CO SCoA + ADP + Pi

ACETIL-CoA MALONIL~CoA
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En el segundo paso, dos carbonosvderiVados del malonil-
CoA son afiadidos de forma sucesiva a moléculas de acil-CoA, de las
que el primer representante es el propio acetil-CoA, el cual actia
como cebador o iniciador. El proceso requiere NADPH como coenzima
reductora, y en su conjunto esti catalizado por un complejo multi-
enzimitico denominado 4cido graso sintetasa. Este complejo esté
constituido por 7 enzimas acoplados y utiliza una HS-proteina es-
pecifica, la proteina portadora de acilos (ACP), como portadora

de los acil-derivados intermediarios del proceso.

El bicarbonato que se incorporé en el paso anterior, se
libera de nuevo en forma de C02, por lo que todos los Atomos de
carbono del Acido graso que se forma proceden del acetil-CoA:

R-CO SCoA + n HOOC-CH,-CO-SCoA~*+"*2n"NADPH ™+ 2n W s

ACIL-CoA

R-(CH —CH_ ) —CO SCoA + nCO. + nHO + nHS-CoA + 2n NADP'
2 "ol 2 2 .

ACIL —CoA
n+2

La principal fuente de acetil-CoA para la lipogénesis se
encuentra en el interior de las mitocondrias, ya que ahi se forma
a partir del piruvato derivado de la glucolisis, en la reaccién ca
talizada por la piruvato deshidrogenasa, o a partir de algunos ami
nodcidos. La membrana mitocondrial es impermeable al acetil-CoA,

siendo la principal via de salida de este acetil-CoA para su utili
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zacién como sustrato en la lipogénesis en forma de citrato, sinte
tizado en la primera reaccién del ciclo del &cido citrico mediante
su condensacidén con oxalacetato por accién de la citrato sinteta-

sa.

1.2.1.2. Regulacién

Como se ha descrito anteriormente, la sintesis de novo
de acidos grasos estd catalizada por dos sistemas enzimédticos ci-
toplasmaticos, la acetil-CoA carboxilasa y la Acido graso sinte-

tasa. La acetil-CoA carboxilasa, que cataliza el paso de acetil-

CoA a malonil-CoA, es el primer paso especifico de la sintesis de
4cidos grasos, puesto que el malonil-CoA no tiene otra alternativa

metabblica, y es la principal candidata a regular todo el proceso.

De hecho, el contenido de acetil-CoA carboxilasa cambia
con la velocidad de sintesis de 4cidos grasos en una gran variedad
de condiciones metabélicas (Tepperman y Tepperman, 1958; Fitch y
Chaikoff, 1960; Silpananta y Goodridge, 1971) y hormonales (Spence
y Pitot, 1982). La diabetes mellitus produce una bajada de los ni-
veles enzimdticos (Wieland y col., 1963; Kornacker y Lowestein,
1964; Shrago y:Lardy, 1966'), mientras que estd elevada en la obe-
sidad genética (Nakanishi y Numa, 1971). Ademds, su actividad ca-
talitica estd afectada por un gran numero de metabolitos como efec
tores positivos y negativos: 4cidos tri- y dicarboxilicos, funda-

mentalmente citrato y isocitrato (Matsuhashi y col., 1964; Moss y
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col., 1972) la éctivan; por el cohtrario, acil-CoA de cadena larga
(Goodridge, 1972), malonil-CoA (Matsuhashi y col., 1964; Hashimoto
y Numa, 1971) y algunos metabolitos del triptéfano, tales como ki-

nurenato y xantunerato (Hashimoto y col., 1971) son inhibidores.

El citrato es un precusor de acetil-CoA, que es el sus-
trato de esta enzima, por tanto, el papel regulador del citrato es
una activacién de una via posterior por un metabolito producido an
teriormente (activacién "feedforward"). Por otro lado, la inhibi-
cidén por acil-CoA de cadena larga es un mecanismo de retroinhibi-

cién por producto final.

La acetil-CoA carboxilasa es una enzima que contiene bio
tina como grupo prostético. Pﬁeﬂe encontrarse en forma fosforilada
o desfosforilada, estando este proceso controladoc hormonalmente.

La actividad enzimética inigial estd regulada por el grado de fos-
forilacién en dos sitios (o‘grupos de sitios): la insulina y la a-
drenalina aumentan el grado de fosforilacién de la enzima en dos si
tios separados con efectos opuestos, es decir, activacidén por insu-
lina e inhibicién por adrenalina (Brownsey, 1981; Denton y col., .
1981). El glucagdn, al igual que la adrenalina produce inhibicién

- de la enzima (Geelen y col., 1978; Witters y col., 1979; Zammit y
Corstorphine,.1982).

El complejo de la 4cido graso sintetasa, al igual que la

acetil-CoA carboxilasa, se considera también un sistema enzimético
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‘regulador de la sintesis de &cidos grasos, ya que puede ser acti-
‘vado tres a cinco veces por varios azlcares fosforilados, siendo
la fructosa-1,6-difosfato el més efectivo. Dicho metabolito revier
te la inhibiéién por exceso de su sustrato malonil-CoA, que compi-
te con NADPH (Plate y col., 1968). La &cido graso sintetasa de hi-
gado de rata se inhibe también por acil-CoA de cadena larga (Tubbs

¥y Garland, 1964).

1.2.2. Regulacién de la[3-oxidacién de &cidos grasos
1.2.2.1. [}-oxidacién en mitocondrias

La principal via en el catabolismo de los &cidos grasos
se denomina [oxidacién, y en ella se van liberando secuencialmen-
te unidades de dos Atomos de carbono en forma activa (acetil-CoA),

comenzando por el terminal carboxilico.

Para entrar en la fl-oxidacién mitocondrial, los acidos
grasos han de.activarse a acil-CoA por accién de la acil-CoA sinte-
tasa o tioquinasa. Los &cidos grasos de cadena corta son activados
por acil-CoA sintetasas dentro de la matriz mitocondrial (Aas y Bre
mer, 1968) mientras que la formacién de acil-CoA de cadena larga o]
curre en el reticulo endopldsmico o en la cara interna de la membra
na extérna de la mitocondria (Aas y Bremer, 1968; Van Tol y Hulsmann,

1970).

Los siguientes pasos de la ﬂboxidacién tienen lugar en el
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interior de las mitocondrias y'al ser la membrana mitocondrial ‘im-
permeable a los acil-CoA de cadena larga, éstos requieren un siste-
ma de transporte a través de dicha membrana siendo la carnitina la
molécula que actia como transportador. Asi, por accién de la acil-
carnitina transferasa I, localizada en la cara externa de la mem-
brana interna de la mitocondria, los acil-CoA reaccionan con la
carnitina para formar acil-carnitina y coenzima A. Los derivados
acil-carnitina penetran la membrana mitocondrial y, en su cara in-
terna, vuelven a convertirse en acil-CoA por accién de la acil-car

nitina transferasa II (Kopec y Fritz, 1973).

Los acil-CoA dentro de las mitocondrias entran ya en la
/6—oxidacién, la cual comprende cuatro reacciones (deshidrogenacién,
hidratacién, deshidrogenacién y rotura tioliticé) sufriendo 15 aé—
cién sucesiva de cuatro enzimas localizadas en la matriz mitocon-
drial: acil-CoA deshidrogenasa, enoil hidratasa o crotonasa,/ﬁ—hi—
droxi-acil-CoA deshidrogenasa y tiolasa. La primera de estas enzi-
mas, la acil-CoA deshidrogenasa, es una flavoproteina que contiene
FAD como grupo prostético. Beinert, en su revisién de las acil-CoA
deshidrogenasas de mitocondria afirma que la mayoria de los tejidos
estudiados tienen dos (y el higado de cerdo tres) acil-CoA deshidro
genasas activas sobre acil-CoA de cadena corta, (media) y larga (Bei
nert, 1963). Las otras tres enzimas de la P—oxidacién parecen-ser
activas sobre todos los sustratos de diferente longitud de cadena

(Stern, 1961; HKartmann y Lynen, 1961; Wakil, 1963).

Como producto de la accidén de estas cuatro enzimas se for
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ma acetil-CoA y un acil-CoA con dos &atomos de carbono menos que el
sustrato inicial, que vuelve a entrar en la secuencia oxidativa. El
acetil-CoA generado puede entrar en el ciclo del &cido tricarboxili

co para su oxidacidén a CO2 o puede ser convertido en acetoacetato.
1.2.2.2./3—oxidaci6n en peroxisomas

La/G—oxidacién de &cidos grasos hasta la formacién de ace
til-CoA no s6lo tiene lugar en la mitocondria, sino también en los

peroxisomas.

Los peroxisomas son orgénulos citoplasmiticos que se ca-
racterizan por poseer catalasa y oxidasas productoras de H202 (de

Duve y Baudhin, ' 1966).

En 1976, Lazarow y de Duve descubrieron un sistema para
la/G—oxidaciéh de Acidos grasos de cadena larga en peroxisomas de
higado de rata (Lazarow y de Duve, 1976) que ha sido también detec-

tado en higadd humano (Bronfman y col., 1979).

Al igual que la/q—oxidacién mitocondrial, este sistema se
inicia a partir de la forma activa de los &4cidos grasos, el acil-
CoA. La entrada de los Aacidos grasos de cadena larga a los peroxi-
somas no precisa de carnitina, y en el interior de estos organulos
se forma directamente acil—-CoA en una reaccién catalizada por 1la

tioquinasa a partir de los &cidos grasos que proceden del citosol.
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Las reacciones que participan-en la ﬁ-oxi’dacién peroxiso
mal (Figura 1.1, Lazarow y de Duve, 1976) se inician por la trans-
ferencia de los electrones del acil-CoA al oxigeno molecular, con
la formacién de enoilacil-CoA y H202. Las reacciones subsiguientes
son iguales a las que tienen lugar en mitocondrias: adicién de a-
gua al doble enlace, oxidacién del grupo hidroxilo a ceténico con
reduccién del NAD+, y adicién de coenzima A para la tiolisis de a-

cetil-CoA y formacién de un acil-CoA con dos atomos menos de carbo

no que vuelve a iniciar el ciclo.

Este sistema de/G-oxidacién peroxisomal es igual al des-
crito por Cooper y Beevers para los glioxisomas de endospermo de

semillas de judias(Cooper y Beevers, 1969).

Las enzimas que catalizan las reacciones peroxisomales
han sido purificadas y parcialmente caracterizadas a partir de hi-
gado de rata, siendo todas distintas de las enzimas mitocondriales
correspondientes. La primera es una flavoproteina oxidasa que posee
FAD como grupo protético y es activa sélo para &cidos grasos de ca

dena larga.

El sistema de/?—oxidacién peroxisomal oxida acil-CoA sa=
turados con una longitud de cadena de 7 a 22 6 mads atomos de carbo
no (Lazarow, 1978a;0sumi y Hashimoto, 1978). También oxida activa-

mente acil-CoA insaturados de cadena larga(Osmunden y col., 1979).

El destino de los acetil-CoA y los acil-CoA de cadena cor
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ta formados y para los que este sistema de oxidacién pér&iiéomal es
inactivo no estd claro. Podrian ser transportados a la mitocondria
para continuar alli la oxidacién. En este transporte participaréan
las enzimas acetil—carnitina transferasa y acil-carnitina transfe-
rasa de cadena media presentes en los peroxisomas (Markwell y col.,
1973). E1 acetil-CoA podria también ser utilizado en reacciones
biosintéticas en algun otro lugar de la célula, lo cual es apgyado
por el hecho de que este es el destino en el protozoo Tetrahymena
pyriformis y en el endospermo de semillas de judias, los cuales tam

bién poseen sistema de/@—oxidacién peroxisomal.

Esta secuencia de ﬂ—oxidacién peroxisomal, a diferencia
de la mitocondrial, no esti acoplada a un sistema de fosforilacidn

¥ no es inhibida por cianuro (Lazarow y de Duve, 1976).

Asi pues, el metabolismo de los Acidos grasos depende,<en
un grado considerable, de la longitud de la cadena como lo demues-—
tran«los estudios enzimolégicos de fraccionamiento celular y metabd-
licos (Deuel, 1957; Fritz, 1961; Aas y Bremer, 1968; Van Tol y Huls-

mann, 1970; Aas, 1971; Lazarow, 1978a).

La unica via catabblica para los &cidos grasos de cadena

corta seria la/q—oxidacién mitocondrial independiente de carnitina.

Los &cidos grasos de cadena larga tienen tres posibles

destinos en el higado no disponibles para los &cidos grasos de ca-
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-dena corta:

1) oxidacién mitocondrial dependiente de carnitina (Fritz,
1961).

2) catabolismo peroxisomal (Lazarow, 1980).

3) esterificacién para formar trigliacilglicéridos y fos-

folipidos (Deuel, 1957; Mayes y Felts, 1967; McGarry y Foster, 1971).
1.2.2.3. Regulacién

El flujo a través de 1a.P—oxidacién, la cual teéricamente
podria ser regulada por cambios en la actividad de cualquiera de
los enzimas que comprende el complejo, estd probablemente determi-
nado pofvla disponibilidad de sustratos para la/é—oxidacién (Bre-
mer y Wojtczak, 1972), los &cidos grasos libres. Como se ha descri-
to anteriormente, un factor importante que controla la entrada de
Acidos grasos en la mitocondria es la acil-carnitina transferasa I,
cuya actividad es inhibida por el malonil-CoA (McGarry y col., 1977;
McGarry y col., 1978a; McGarry y col., 1978b). Este metabolito es
intermedio de la lipogénesis, y precisamente su aumento en la célu-
la ocurre cuando esta via estd activada. Por este mecanismo, al in-
hibir a la acil-carnitina transferasa I, hace que cuando la activi-
dad dé lipogénesis es alta, la entrada de &cidos grasos (y, por tan-
to, su‘oxidacién) a la mitocondria sea baja, y viceversa. Este con-
trol inverso de lipogénesis y/G—oxidacién de écidos’grasos a nivel

de disponibilidad de éstos para su entrada a la mitocondria (o para
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su esterificacién en el citoplasma), conviene contemplarlq en re-
lacién a los propios mecanismos de regulacién de la lipogénesis.
Asf, un ‘aumento en la utilizacién de carbohidratos (por la alimen
tacién o por un aumento de los niveles de insulina plasmética), fa
vorece tanto la sintesis de &cidos grasos como la de glicerol-3-
fosfato, activando la esterificacién e inhibiendo el sistema de
transferencia de grupos acilos a la mitocondria. Por el contrario,
una disminucién de la disponibilidad de carbohidratos (en el ayuno
o en la diabetes), inhibe la lipogénesis y la esterificacién de &-

cidos grasos, favoreciendo su entrada a la mitocondria (Figura 1.2).

También existe un control intramitocondrial de la /&oxi-
dacién. Tanto la degradacién de &cidos grasos a acetil-CoA como su
subsiguienfe oxidacién a 002 y HZO por el éiclo del écidévCitrico
requieren de ADP para su acoplamiento con la fosforilacién oxida-
tiva. Si la relacién ATP/ADP en mitoceondrias es alta, no funciona
la cadena respiratoria y se inhibe la oxidécién de Acidos grasos
por imposibilidad de transferir a &dquella los electrones producidos

en ésta.

La/3—oxidacién mitocondrial estard también regulada por
la velocidad de regeneracién de aceptores de H por la cadena respi-

ratoria y la provisién de CoA.
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2. PLAN DE TRABAJO

1) Estudio del efecto inhibidor del bezafibrato sobre 1la

sintesis de &cidos grasos.

Este efecto se estudiarid en células aisladas de distintos

tejidos lipogénicos: higado, tejido adiposo y glandula mamaria.

Los adipocitos y hepatocitos serén aislados de ratas ayu-
nadas 48 horas y realimentadas con una dieta glucidica durante otras
48 horas, condicién nutricional que produce una fuerte activacidn
de la lipogénesis (Young y col., 1964; Timmers y Knittle, 1980). Los
acini de glandula mamaria se aislaran de madres lactantes 15-18 dias

después del parto y alimentadas ad libitum con dieta normal.
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En estas células se estudiard el efecto producido por el
bezafibrato sobre la sintesis de triglicéridos y &Acidos grasos y
la produccidn de 14002 a partir de glucosa—U—lAC:

a) efecto "in vitro" mediante la utilizacién de dichas cé
lulas incubadas en presencia de distintas concentraciones de beza-
fibrato.

b) efecto "in vivo" mediante la utilizacién de dichas cé-
lulas procedentes de ratas tratadas con 400 mg/kg/dia de bezafibra-
to los dos dias previos a.la realizaeién del experimento. Asi pues,

seria el estudio "in vitro" del efecto del bezafibrato "in vivo".

2) Estudio de la induccién de la /fl-oxidacién mitocondrial
7

¥y peroxisomal producida por el bezafibrato

Se estudiari el 14CO2 y los productos solubles en &acido
producidos al incubar hepatocitos aislados de ratas ayunadas-reali-
. L. 14 e s £ s 14
mentadas en presencia de dcido (1-" C)-caprilico y &cido (1-" C)-
palmitico. Al igual que los estudios de la lipogénesis, se realizas

z

ra:

a) estudio del efecto "in vitro" al adicionar distintas
conéentraciones de bezafibrato a las células aisladas.

b) estudio del efecto "in vivo", que se realizard en cé-
lulas aisladas de ratas tratadas con 400 mg/kg/dia de bezafibrato

los dos dias previos al experimento.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. Animales de experimentacidén

Se han utilizado ratas hembras de la raza Wistar, de pe

s0 aproximado entre 150-250 gramos.

3.1.2. Medios instrumentales

Las pesadas se realizaron en una balanza Mettler H31AR

y en un granatario Sartorius 3719 MP.

Para la determinacidén del pH se utilizd un medidor de
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pH Radiometer Copenhagen pHMS8O.

Las centrifugaciones a temperatura ambiente se llevaron
a cabo en una centrifuga de mesa Selecta, modelo Centronic, y las
centrifugaciones en frio se realizaron en una centrifuga Kontron

Centrikon H-401.

En la obtencién e incubacién de las células se utilizé
un bafio Selecta, modelo Unitronic-320. Para la incubacién de los
adipocitos se usé un agitador termostatizado con movimiento cir-
cular Gallenkamp. Para la obtencién de los hepatocitos se utilizé

una bomba peristaltica Heidolph.

Las determinaciones radiométricas se realizaron en un
contador de centelleo liquido Beckman LS 1.800 {(Beckman Instru-

ments, California, U.S.A.).

Para la agitacién de los tubos se empled un agitador Hei
dolph. Para disolver el bezafibrato se utilizdé un generador de ul-

trasonidos Ultrasons (Selecta, Espafa).
3.1.3. Productos
La dieta estdndard administrada a los animales fue sumi-

nistrada por Panlab (Espafia). La dieta especial rica en hidratos

de carbono (utilizada para la obtencidén de los animales ayunados-
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realimentados) prodecia de Altromin (Alemania).

Para la preparacién de tampones y demas soluciones se em
plearon reactivos de Sigma Chemical (U.S.A.) y Merck (Darmstadt, -

Alemania).

El tolueno, alcohol isopropilico, hexano, tritén X 100,-
éter etilico y éter de petréleo fueron suministrados por Panreac -

(Espafia) y Merck (Darmstadt, Alemania).

El 2,5 difeniloxazol (PPO) utilizado en el liquido de
centello, el carbdén activo usado para la separacién de acidos gra
sos de la alblimina sérica,iy los,sustratos Acido caprilico y &acido

palmitico, sales sédicas, procedian de Sigma Chemical Co. (U.S.A.)

La albimina sérica bovina, fraccién V, era de Armour -

Pharmaceutical Company (U.S.A.).

La colagenasa utilizada para la obtencién de las células

fue suministrada por Bog&hringer (Mannheim, Alemania).

La feniletilamina procedia de Scharlan (Espafia).

14
Los sustratos marcados (1—140)—écido octanoico y (1-77C)
dcido p&lmitico, fueron suministrados por New England Nuclear -

(U.S.A.). Y 1a (U—lAC)—glucosa por Radiochemical Centre (Amershan,

Inglaterra).
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El bezafibrato utilizado fue el comercializado (Difate -

rol, marca registrada) por laboratorios Andreu, Barcelona.

Asi mismo, se utilizé bezafibrato puro, suministrado por

Bo&hringer (Barcelona).

3.2. METODOS

3.2.1. Situacidén nutricional de las ratas

Las ratas utilizadas para la obtencién de adipocitos y -
hepatocitos fueron sometidas a ayuno-realimentacién. Para ello, -
fueron privadas de alimento durante 48 horas, al término de las -
cuales se les colocd una dieta especial rica en hidratos de carbo-
no de la que se alimentaron durante 48 horas. Durante los cuatro --

dias tuvieron libre acceso al agua.

Las ratas usadas para la obtencién de acini de gléndulas

mamarias tuvieron libre acceso a comida (dieta estandard de labora

torio) y agua.

3.2.2, Control del periodo de lactancia

Para la obtencidén de acini de gléndulas mamarias se uti-

lizaron ratas con un periodo de lactancia de 15-18 dias, fecha que
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se considera como de mAxima capacidad lactogénica.

3.2.3. Tratamiento de las ratas

A las ratas tratadas con bezafibrato se les administrd -
los dos dias previos a la realizacidén del experimento 400 mg/Kg/

dia de bezafibrato mediante intubacién géstrica.

3.2.4. Obtencibén de albimina libre de 4cidos grasos

Para separar los &cidos grasos de la albGmina sérica se
utilizé la técnica descrita por Chen (1967). Para ello se disolviéd
7,0 g de albimina en 70 ml de agua destilada a temperatura ambien-
te. A esta solucién se le afiadié 3,5 g de carbén activado (previa-

mente lavado, filtrado y secado) y se ajustdé el pH a 3,0 con ClH.

La solucién se colocé en un bafio de hielo y se mezcld du
rante una hora. Se filtré y se dializé frente a solucién salina de
alta conaentra¢ién (si.era para in¢ubacién de hepatocitos), frente
a tampén fosfato (para adipocitos) o frente a solucidén de Krebs—

Henseleit (para acini).

La solucién final se ajusté a pH 7,0 mediante la adicién

de NaOH.

3.2.5. Obtencién de adipocitos

Los adipocitos se aislaron segin la técnica descrita por
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Rodbell (1967).

Las ratas se sacrifican por dislocacién cervical, extra-
yéndoles rapidamente el tejido adiposo. Después de pesado, se colo
ca en un vial de plastico y se trocea. Al vial se le afiade 1 mg de
colagenasa y 1 ml de alblmina 3% en tampdén fosfato por cada gramo
de tejido, y se incuba durante una hora en un bafic a 372C y con a-

gitacidén lateral.

La composicién del tampén fosfato es: NaCl (120 mM), KC1
(4,75 mM), CaCl2 (1,2 mM), MgSO4 (1,2 mM) yANaéHPOA'(lO>mM)..Se le

afiade albiimina sérica bovina libre de acidos grasos para una con-

centracién 3% y se ajusta el pH a 7,4 con NaOH.

Terminada la incubacién, se filtra a través de una malla
y el filtrado se centrifuga a 70 x g durante 20 segundos. El liqui
do se desecha y las células se resuspenden en tampén-albimina 3%.
Se lavan los adipocitos dos veces en este medio, se determina su
peso hiimedo, y se resuspenden en el mismo tampén en la proporcidn

de 4,5 ml por cada gramo de células.

Para el contaje celular se diluyen 20 jul de suspensidn de
células en 1 ml de tampén-albimina 3%, y de esta suspensidén se co-
locan 5 ul en un portaobjetos contando al microscopio el nimero de

células.

Para la determinacién del peso seco evaporamos en estufa
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1 ml de suspensién de células y 1 ml de tampbén-albGmina 3%, obte-

niéndose el peso seco por diferencia entre estos dos valores.

3.2.6. Incubacidén de adipocitos

Los adipocitos se incubaron en tubos de pléstico que es-
taban a su vez introducidos en tubos de vidrio con un brazo late-

ral para la recogida de 002.

Para la incubacién se utilizé 0,3 ml de suspensién de cé
lulas y 0,7 ml de tampén-—albiimina 3% més los diferentes sustratos
(volumen final: 1 ml). La concentracién de glucosa en el medio fue

de 2 mM y la cantidad de glucosa radiactiva era 0,125 PCi.
Los tubos se gasearon con carbdgeno (95% 02 y 5% 002) du
rante 15 segundos, se cerraron con tapones de goma, y se incubaron

a 379C con agitacién circular a 140 rpm.

3.2.7. Obtencidn de hepatocitos

Los hepatocitos han sido aislados segiin la técnica des-
crita por Berry y Friend (1969), con las modificaciones -introduci-
das por Cornell y col. (1973).

El animal se anestesia con una inyeccidén intraperitoneal
de tiopental Na (60 mg/ml P/V) disuelto en NaCl 0,9%, en una dosis

de aproximadamente 0,1 ml/100 g de peso corporal. Se le administra
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heparina (100 U.I./rata) via intravenosa (safena).

Se canulan las venas cava superior y porta, haciéndose
pasar inmediatamente el liquido de la perfusién (150 ml) que se
compone de solucién salina de Krebs-Henseleit (1932) libre de cal-
cio y contiene: NaCl (149,1 mM), KCl (5,5 mM), KH2P04 (1,4 mM),
MgSO4 (2,9 mM), glucosa (15 mM) y NaHCO3 (22,8 mM).

Los 50 ml primeros de la perfusién se usan para limpiar
el higado de sangre y se desechan. Una vez limpio el higado, se
disuelve en el medio de perfusién colagenasa (30 mg/100ml) y se -
continda la perfusién en circuito cerrado durante 20 minutos (£i-
gura 3.1). Terminado este proceso, se extrae el higado que es tro-
ceado finamente en un vaso de precipitado. Se afiade el medio de
perfusién y se incuba durante 5 minutos en un bafic a 37¢C con agi-
tacidén lateral y en atmésfera de carbdgeno. Terminada la incuba-
cidén se filtra a través de una malla y el filtrado se centrifuga

a 60 x g durante 5 minutos.

El sobrenadante se desecha y el precipitado se resuspen-
de en solucidn salina Krebs-Henseleit (1932) que contiene albimina

libre de &acidos grasos al 2,5%.

La composicién del medio de Krebs-Henseleit (pH=7,4) es

la siguiente: NaCl (137,8 mM), KC1 (5,4 mM), KH,PO, (1,4 mM),

Mg SO4 (2,9 mM), NaHCO3 (4,3 mM) y CaCl2 (3 mM).
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La composicién de la solucién salina de alta concentra-
cién es igual que la anterior excepto la concentracién de NaHCO3

que es de 25,6 mM.

Los hepatocitos se lavan dos veces en el medio de Krebs-
Henseleit con albGmina y se determina su peso himedo. Se resuspen-
den en la proporcién de 4,5 ml por gramo de células que se filtran
a través de una malla de menor luz que la anterior procedente de

un equipo con filtro V-2400 de Baxter (Baxter Ibérica, S.A.).

Para determinar la viabilidad celular, las células se di
luyen diez veces en eritrosina 0,01% (P/V) disuelta en NaCl 0,9%
(P/V). Esta suspensién se lleva a una cémara de recuento donde se
realiza el contaje celular. Las células tefiidas con el colorante
se consideran no viables. El porcentaje de células no viables so-
bre el total oscilaba entre el 8-12% a los 15-30 minutos después

de obtenidos los hepatocitos.

3.2.8. Incubacidén de hepatocitos

Los hepatocitos se incubaron en matraces erlenmeyer de

25 ml.

Para los estudios de incorporacién de glucosa marcada a

Cco triglicéridos y acidos grasos se incubaron 0,6 ml de suspen-

2’
sién celular con 1,4 ml de medio Krebs-Henseleit-albimina mas los

sustratos (volumen final: 2 ml). La concentracidén de glucosa era

de 15 mM y la cantidad de glucosa radiactiva fue de 1 uCi.



40

Para los experimentos de P—oxidacién se utilizé 1 ml de
suspensién de células y 1,5 ml de medio de Krebs-Henseleit-albimi-
na mas los distintos sustratos (volumen final: 2,5 ml). La concen-
tracién de 4cido graso (palmitico o caprilico) en el medio fue de

. . s 14 £as 14
0,4 mM y la cantidad de radiactividad (1~ C-palmitico 6 1-~ C-ca-

prilico) era de 1 /@i.

Los matraces se gasearon con carbégenc durante 20 segun~

dos y se cerraron con tapones de goma.

Las incubaciones se realizaron a 372C en un bafio termos-

tatizado con agitacién lateral de 95-100 oscilaciones/minuto.

3.2.9. Obtencién de acini de gléndula mamaria

Los acini de gldndula mamaria han sido aislados siguien-
do béasicamente el método descrito por Katz y col. (1974) modifica-

do por Robinson y Williamson (1977).

Tras sacrificar la rata por dislocacién cervical se le-
extrae entre 6 y 7 g de glidndula mamaria que se trocea finamente -
con ayuda de una cuchilla de afeitar y unas tijeras. El tejido cor
tado se lava 3 6 4 veces con tampén Krebs-Henseleit (el mismo uti-
lizado para la obtencién de hepatocitos) que se prepara extempora-
neamente y se gasea con carbégeno hasta alcanzar un pH de 7,4. El
tejido lavado se transfiere a un erlenmeyer con 35 ml de medio de

digestién que contiene medio de Krebs-Henseleit, colagenasa (1 mg/
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ml) y glucosa 10 mM. La digestién se lleva a cabo en un bafio ter-
mostatizado a 379C, agitacidn vigorosa y gaseo constante con car-
bégeno durante 60 minutos. El tejido digerido se filtra a través
de una malla de nylon de 4501pm y el filtrado se centrifuga a

20 x g durante 2 minutos a temperatura ambiente. El1 precipitado
resultante, donde estan contenidos los acini, se lava dos veces
con el tampdn Krebs-Henseleit y sucesivas centrifugaciones. A con
tinuacién, los acini obtenidos se resuspenden en el mencionado tam
pén (10 ml por cada gramo) y se transfieren a un vaso donde se agi
tan durante 5 minutos y desde alli se dispensan a los erlenmeyer

de incubacién.

Todo el material de vidrio utilizado es siliconado pre-

viamente.

3.2.10. Incubacidn de los acini

Las incubaciones se realizaron en matraces erlenmeyer si

liconados de 25 ml.

Para la incubacién se utilizaron 0,5 ml de suspensidn de
células y 1,5 ml de medio de Krebs-Henseleit, albimina bovina libre
de 4cidos grasos 3% y los diferentes sustratos (volumen final: 2 ml).
La conicentracidén de glucosa en el medio era de 5 mM y la cantidad

de glucosa radiactiva fue de 0,250 uCi.

Los matraces se gasearon con carbdgeno durante 20 segun-—
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dos y se incutaron a 372C durante 1 hora con agitacién constante

de 95-100 oscilaciones/minuto.

3.2.11. NDeterminacién de 14CO2

Para la determinacién del 14002 generado a partir de glu
cosa marcada por adipocitos, las células se incubaron en tubos de
plastico introducidos en tubos de vidrio con un brazo lateral don-
de se colocd papel de filtro. Se gasearon con carbdgeno durante 15

segundos y se cerraron con tapones de goma perforables.

Cuando se determind el 14CO2 generado a partir de sustra
tos marcados (glucosa, &cido caprilico o &cido palmitico) por hepa
tocitos, o a partir de glucosa por acini, se usaron matraces erlen
meyer de 25 ml provistos de un pocillo central donde se colocd un
tubito de plastico que contenia papel de filtro. En el compartimen
to externo se afiadié la suspensién de células (hepatocitos o acini),
el medio de incubacidén y los sustratos. Se gasearon durante 20 se-

gundos y se cerraron con tapones de goma perforables.

En todos los casos se utilizaron 4 trozos de papel de fil

tro con una superficie de 15x25 mm cada uno.

Finalizado el tiempo de incubacidén (1 hora para los expe
rimentos de incorporacién de glucosa y 20 minutos para los estudios
de ﬂ—oxidaoién), se colocaron los tubos o matraces en hielo (para
la/3—oxidacién también se afiadié al compartimento externc del erlen

meyer 0,4 ml 0104H 70% P/V), afitadiéndose al papel de filtro 0,2 ml
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de feniletilamina.

Se dejaron reposar durante 30-60 minutos y, transcurrido
este periodo, se tomé el papel de filtro y se colocé en un vial de

centelleo determinédndose la radiactividad por centelleo liquido.

14
Se ha medido 14002 producido a partir de glucosa-U-" C,

acido (1—140)—caprilico y Aacido (1-140)-palmitico.

Se pudo comprobar que la produccién de 14002 a partir de
&cido caprilico y 4cido palmitico marcados era lineal en el tiempo
empleado. (Figuras 3.2 a ¥.B). Asimismo, comprobamos la linealidad
en el tiempo empleado de la formacidén de 14002 a partir de glucosa

marcada en todas las condiciones utilizadas.
El liquido de centelleo utilizado en todas las determina
ciones estaba compuesto por: tolueno 2p, tritén X 100 1p y PPO

5 g/l.

3.2.12. Incorporacién de glucosa marcada en triglicéridos y &acidos

grasos

La incorporacién de glucosa-U—lAC en triglicéridos y &ci

dos grasos se ha determinado segiin el método de Rodbell (1964).

Terminado el tiempo de incubacién (60 minutos), los tri-

glicéridos son extraidos mezclando 2 ml del medio de incubacidn con
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FIGURA 3.2. 14002 procedente de acido (1—140)—caprilico (a) y
acido (1—140)—palmitico (b) frente a tiempo de in
cubacién de hepatocitos. La concentracidén de &acido

graso en el medio era de 0,4 mM.

44



45

5 ml de mezcla Dole (200 ml de hexano, 800 ml de alcohol isopropi-

lico y 20 ml de H SO4 1IN), 3 ml de hexano y 1,5 ml de agua desti-

2
lada. Los tubos se agitan durante 30 segundos y en 1 ml de fase

organica se cuantifican las dpm incorporadas en triglicéridos.

Para medir las dpm incorporadas en acidos grasos es ne-
cesario la hidrélisis alcalina de los triglicéridos. Para ello se
toman 2 ml de fase organica de la extraccién anterior y se evapo-
ran a sequedad por calentamiento a 70°C, se le afiaden.0,5 ml de
KOH 2,8% (P/V en etanol 962) y se mantienen a 702C durante 30 mi-
nutos. Transcurrido este periodo se extraen los Acidos grasos con
2,5 ml de hexano, 2 ml de mezcla Dole y 1 ml de H2304 IN. Se agi-
tan los tubos durante 30 segundos y se dejan reposar. Dos ml de la
fase orgénica se usan para cuantificar las dpm incorporadas a &ci-

dos grasos.

Hemos comprobado que en todas las condiciones descritas
la produccidn de triglicéridos y Aacidos grasos a partir de glu-

cosa marcada es lineal en el tiempo empleado.

3.2.13. Estudio de la f3-oxidacién de Acidos grasos
1

Para la estimacién de la/@—oxidacién de Acidos grasos se

determindé la incorporacidén en 1400 y en productos solubles en &ci

2

. . 14
do de dos Acidos grasos marcados: uno de cadena larga (ac.(1-" C)-

palmitico)} y otro de cadena corta (ac. (l—lAC)—Caprilico).
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Para las incubaciones de los hepatocitos, que se reali-
zaron segin la técnica descrita por McGarry y col. (1978), se uti
lizan matraces erlenmeyer de 25 ml los cuales contenian 1 ml de
suspensién de células y 1,5 ml de medio Krebs-Henseleit-albimina

mis los diferentes sustratos (volumen final: 2,5 ml).

Los matraces se gasean con carbdgeno durante 20 segundos,
se cierran con tapones de goma y se incuban a 372C en bafio con agi-
tacién lateral durante 20 minutos. Este tiempo de incubacién se e-
ligidé ya que aunque la produccidén de 14002 era lineal hasta los
60 minutos (Figuras 3.2 a y b), la formacién de productos solubles
en 4cido aumenta hasta los 20 mimutos y a partir de aqui permane-

ce invariable (Figuras 3.3 a y b).

Al terminar la incubacién se aflade a los matraces 0,4 ml

de HClO4 70% P/V y se colocan en hielo.

El 14CO2 generado se determind segiin la técnica descrita
en el apartado 2.11. Para determinar la incorporacién de 14C en
productos solubles en 4cido se siguid la técnica descrita por Man-
naerts y col. (1979). Para ello, los extractos percléricos se lle-
van a pH 4 con Tampdén acetato 3M y se extraen dos veces con éter
de petrdleo (si el sustrato es &cido palmitico) o coﬁ éter dieti-

lico (si el sustrato es &cido caprilico) para eliminar las trazas

de Acidos grasos marcados.

De la fase acuosa se toman ZOO‘pl que se colocan en vial



a
dpm
L
20.000 PY
®
10.000
| 1 | 1
5 10 18 20
t
b
dpm o
600 -
/.
o
400
200
t L 1 1
5 10 15 20 ¢
éIGURA 3.3. Productos solubles en acido formados a partir de

ac. (1—14C)—caprilico (a) y 4c. (1—14C)—palmiti—
co (b) frente a tiempo de incubacién de hepatoci-
tos. La concentracidén de acido graso en el medio

era de 0,4 mM.
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de centelleo para determinar la radiactividad por centelleo liqui

do.

3.2.14. Expresién de resultados

Las medidas de COZ’ triglicéridos y &cidos grasos marca
dos formados a partir de glucosa—U—14C cuando adicionamos bezafi-
brato al medio de incubacién se expresan como % con respecto a un
control (incubacidn de las células en ausencia de bezafibrato). En
las graficas se representa la media + error esténdard de la media

del % calculado en los diferentes experimentos realizados.

Cuando comparamos las medidas realizadas en ratas contro
les y tratadas los resultados los expresamos: para adipocitos en
nmol/mg peso seco, y para hepatocitos en nmol/lO6 células. Y el
nimero dado es la media + error estandard de la media de los di~
ferentes experimentos realizados. También se expresan como % de in

hibicién en la rata tratada con respecto al control.

Las medidas de 002 ¥ productos solubles en acido forma-
dos a partir de Acidos grasos marcados en hepatocitos se expresan
también en nmol/lO6 cé€lulas cuando comparamos ratas controles y
tratadas, y como % con respecto a un control cuando adicionamos

el bezdafibrato al medio de incubaciébn.



4. R E S U L T A D O S




4. RESULTADOS

4.1. EFECTO "IN VITRO" DEL BEZAFIBRATO SOBRE LA SINTESIS DE ACI-

DOS GRASOS, TRIGLICERIDOS Y LA FORMACION DE CO_, EN HEPATOCITOS

AISLADOS DE RATA

Resultados obtenidos en este departamento (A. Ayala,
1984a) parecian sugerir un efecto inhibidor del bezafibrato so-
bre la sintesis de Acidos grasos, ya que el tratamiento de ratas
con este farmaco impide la induccién de la glucosa-6-fosfato des
hidrogenasa y 6-fosfo-gluconato-deshidrogenasa del ciclo de las
pentosas-fosfato producida por el ayuno-realimentacién o por la

administracién de insulina.

El estudio del efecto del bezafibrato sobre la incorpo-

racién "in vivo" de agua tritiada en Acidos grasos (A. Ayala,

50
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1984b) demostrd que en los principales tejidos lipogénicos de la
rata (tejido adiposo e higado) el bezafibrato impide la induccién
de la sintesis de Acidos grasos producida por las dos situaciones

lipogénicas antes mencionadas.

Con objeto de establecer definitivamente si el efecto
hipolipidémico del bezafibrato es debido a la inhibicidén en la
sintesis de acidos grasos, hemos estudiado el efecto "in vitro"
de este farmaco sobre la lipogénesis en hepatocitos aislados de

rata.

Las ratas utilizadas fueron sometidas a ayuno-realimen-
tacién, condicidén nutricional gue produce una fuerte activacidn
de la lipogénesis (Young y col., 1964; Timmers y Knittle, 1980).
Esto nos permite la cuantificacidén de este proceso mediante la
medida de la incorporacién de glucosa—U—lAC en acidos grasos, tri

s e 14 . . ns . . . .
glicéridos y 002’ asi como su modificacidén al adicionar al me-

dio de incubacidén distintas concentraciones de bezafibrato.

El estudio del efecto de este compuesto sobre la viabi-
lidad de los hepatocitos indicé que a las concentraciones y tiem-
po utilizados en las incubaciones, la viabilidad celular no se ve
afectada.

Los comprimidos de bezafibrato utilizados son poco so-
lubles en el medio de incubacidén por lo que la disolucidn se rea-

1iz6 con la ayuda de ultrasonidos. También se utilizd bezafibrato

UNIVERSIDAD DE SEVILLA
FACULTAD DE FARMACIA

BIBLIOTECA
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puro, facilmente soluble y con el que se obtuvo los mismos resul-

tados.

En las figuras 4.1 y 4.2 se expresan los resultados ob-

tenidos en la produccién de CO. y en la sintesis lipidica al adi-

2
cionar al medio de incubacién concentraciones de 1, 3 y 4 mM de

bezafibrato, y se expresan como % con respecto a un control en au

sencia de dicho compuesto.

En ellas se observa que cuando se adicionan concentra-
ciones de 3 y 4 mM de bezafibrato se produce una disminucién tan-
to de la sintesis de Acidos grasos y triglicéridos como de la for
macién de C02. A la concentracién mas pequefia (1lmM) se produjo

una activacién de todos los procesos cuantificados.

La disminucién de la lipogénesis aumenta al aumentar la
concentracién de bezafibrato utilizada. Cuando se adiciona 4mM de
bezafibrato al medio de incubacién la disminucién en la sintesis
de 4cidos grasos fue de 88,4%, la de la sintesis de triglicéridos

del 78,8%, y la formacidn de 002 se vio inhibida en el 76,9%.
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FIGURA 4.1. Efecto "in vitro" del bezafibrato sobre el 14CO2 pro-
cedente de glucosa—U—lAC en hepatocitos aislados de

rata. Los resultados se expresan en % con respecto a
un control en ausencia de bezafibrato y son la media

de al menos 6 experimentos independientes + S.E.M.
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'FIGURA 4.2. Efecto "in vitro" del bezafibrato sobre la sintesis de
4dcidos grasos (A ) y sintesis de triglicéridos (M) a
partir de glucosa—U—lAC en hepatocitos aislados de rata.

. Los resultados se expresan en % con respecto a un control
en ausencia de bezafibrato y son la media de al menos 6

experimentos independientes + S.E.M.
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4.2. EFECTO "IN VITRO" DEL BEZAFIBRATO SOBRE LA /3-OXIDACION DE
7

ACIDOS GRASOS EN HEPATOCITOS AISLADOS DE RATA

El mecanismo de accién del efecto hipolipidémico del
bezafibrato mas ampliamente aceptado en la actualidad es la ac-
tivacién del sistema del/Loxidacién peroxisomal (Lazarow,1980 ).
Numerosos datos de la bibliografia han demostrado la activacidn
de este proceso mediante el tratamiento de ratas con bezafibrato
y otras drogas hipolipidémicas (Lazarow, 1977; Lazarow y col.,

1982).

Nosotros hemos investigado el efecto "in vitro" de es-
te farmaco sobre la oxidacién de &cidos grasos realizando los en
sayos en las mismas condiciones utilizadas para el estudio del e-

fecto de este compuesto sobre la sintesis lipidica.

Para valorar la/@—oxidacién hemos medido la formacidn
14 .
de 002 ¥y productos solubles en &cido (constituidos principalmen
te por cuerpos cetdnicos). Para este estudio se eligieron como

dcidos grasos el &acido (1—140)—caprilico y el acido (l—14

C)-pal-
mitico, ya que estd bien establecida la diferencia en la oxida-
cidén de Acidos grasos dependiendo de la longitud de su cadena. Los
4cidos grasos de cadena corta (1—14C—caprilico) sbélo pueden oxi-
darse én la mitocondria y la entrada en este organulo no precisa

A £ s 4 et
carnitina. Los &cidos grasos de cadena larga (l—l C-palmitico)

tienen tres posibles destinos en el higado: oxidacién mitocondrial
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dependiente de carnitina (Fritz, 1961), oxidacién peroxisomal (La-
zarow, 1980) y esterificacién para formar triglicéridos y fosfo-

lipidos (Deuel, 1957; Mayes y Felts, 1967; McGarry y Foster, 1971).

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 4.3
y 4.4. Las concentraciones de bezafibrato utilizadas fueron de 1
y 4 mM, obteniéndose iguales efectos con ambas concentraciones.
Como puede observarse, no se detectaron variaciones significativas
en la produccidén de 1400 ni en la formacidén de productos solubles

2

en acido a partir de Aacido (1—14C)-caprilico. El 14CO2 formado a
partir de &acido (1-140)—palmitico experimentd un ligero aumento
(122,5% con respecto al control para 1 mM de bezafibrato, y 125%
cuando se adicionBdé4 mM de bezafibrato). Y sélo los productos so-
lubles en Acido formados a partir de este a4cido aumentaron de for-

ma notable (188,3% y 160,8% con respecto al control al adicionar

1 y 4 mM de bezafibrato respectivamente).

Asi pues se produce un incremento en la ﬂhoxidacién del
4dcido palmitico (&cido graso de cadena larga) mientras que la oxi

dacién del &cido caprilico (Acido graso de cadena corta) no varia.

Este aumento en la/ﬁ—oxidacién de acidos grasos no pue-
de ser debido a un incremento de la actividad enzimética ya que
el estudio "in vitro" no permite el aumento de la sintesis de pro

teina en el corto periodo de la incubaciédn.
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FIGURA 4.3. Efecto "in vitro" del bezafibrato sobre el 14002 pro-—
cedente de Aac. (1—14C)—caprilico (0) y ae. (1—14C)—
palmitico (@) en hepatocitos aislados de rata. Los
resultados se expresan en % con respecto a un control
en ausencia de bezafibrato y son la media de al menos

3 experimentos independientes + S.E.M.
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FIGURA 4.4, Efecto "in vitro" del bezafibrato sobre la formacién
. . 14 ra s
de P.S.A. a partir de ac. (1-7 C)-caprilico (O) y
éc.(l—lAC)—palmitico (@®) en hepatocitos aislados de
- rata. Los resultados se expresan en % con respecto a
un control en ausencia de bezafibrato y son la media

de al menos 3 experimentos independientes + S.E.M.
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4.3. EFECTO "IN VITRO" DEL BEZAFIBRATQ SOBRE LA SINTESIS DE ACI-

DOS GRASOS, TRIGLICERIDOS Y FORMACION DE CO_, EN ADIPOCITOS AIS-

LADOS DE RATA

El efecto "in vitro" del bezafibrato sobre la sintesis
de lipidos ha sido estudiado también en otras células lipogéni-

cas: adipocitos aislados de ratas ayunadas-realimentadas.

Previamente a la realizacién de los experimentos se es-—
tudié el efecto de este farmaco sobre la viabilidad de estas cé-
lulas,observandose que a las concentraciones y el tiempo utiliza-
dos en las incubaciones la viabilidad de los adipocitos no va-

ria.

En las figuras 4.5 y 4.6 se recogen los resultados ob-
tenidos de la sintesis de 4cidos grasos, sintesis de triglicéri-

dos y formacién de 1400 a partir de glucosa—U—14C al adicionar

2
al medio de incubacién 0,5, 2 y 4 mM de bezafibrato. Los resulta-

dos se expresan como % con respecto al control incubado en ausen-

cia de dicho compuesto.

Como muestran las figuras, se produce una inhibicidn
de la sintesis de lipidos, inhibicién que aumenta al aumentar
la con&entracién de bezafibrato. Asi mientras que la concentra-
cidén mas pequefia utilizada (0,5 mM) practicamente no afecta a

la lipogénesis, un aumento en la concentracién ( 2 y 4 mM) pro-

duce una disminucidén tanto de la sintesis de acidos grasos y
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FIGURA 4.5. Efecto "in vitro" del bezafibrato sobre el 14CO2 pro-

cedente de glucosa—U-—l4C en adipocitos aislados de ra
ta. Los resultados se ekxpr‘esan en % con respecto a un
control en ausencia de bezafibrato y son la media de

al menos 8 experimentos independientes + S.E.M.
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FIGURA 4.6. Efecto "in vitro" del bezafibrato sobre la sintesis

de 4cidos grasos (A ) y sintesis de triglicéridos
(W) a partir de gl—ucosa—U—l4C en adipocitos aisla-
dos de rata. Los resultados se expresan en % con
respecto a un control en ausencia de bezafibrato y
son la media de al menos 8 experimentos independien

tes + S.E.M.
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triglicéridos como de la formacidén de COZ’ obteniéndose con una

concentracién 4 mM una inhibicién casi total.

4.4. EFECTO "IN VITRQ" DEL BEZAFIBRATQO SOBRE LA SINTESIS DE ACI-

DOS GRASOS Y TRIGLICERIDOS Y LA FORMACION DE CO, EN ACINI DE

GLANDULA MAMARIA DE RATA

Adicionalmente al tejido hepatico y adiposo existe otro
tejido con alta capacidad lipogénica: la glandula mamaria en pe-
riodo de lactancia. Durante esta época, los acini de dicha glén-
dula producen gran cantidad de Acidos grasos que forman parte de
la leche. Por este motivo, hemos aislado acini de glandula mama-—
ria de rata estudiandose el efecto del bezafibrato sobre la lipo-

génesis en dichas células.

Las ratas utilizadas tenian un periodo de lactancia de
15-18 dias, fecha que se considera de maxima capacidad lactogéni-

ca, y fueron alimentadas ad libitum con dieta normal.

Los resultados obtenidos del efecto de distintas con-

centraciones de bezafibrato sobre la sintesis de acidos grasos y

C v g . . . 14
triglicéridos y la formacién de 14CO a partir de glucosa-U-" C

2
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se recogen en las figuras 4.7 y 4.8. En ellas se observa que a
todas las concentraciones utilizadas (0,5, 2 y 4 mM) se produce
una disminucién de todos los procesos cuantificados, disminucidn

que aumenta al aumentar la concentracibén de bezafibrato.

A la vista de estos resultados podemos afirmar que el
bezafibrato tiene un efecto inhibidor sobre la sintesis de lipi-
dos en acini aislados cuando adicionamos este farmaco al medio de
incubacién, siendo este efecto mayor cuanto mayor es la concentra

cidén de farmaco utilizado.

Todos estos resultados obtenidos del estudio del efecté
"in vitro" del bezafibrato sobre la lipogénesis en células aisla-
das corroboran los resultados anteriores obtenidos del estudio "in
vivo" de la incorporacién de agua tritiada en &cidos grasos (A. A-
yala, 1984b), apoyando la hipbtesis de que el mecanismo de acciodn
del bezafibrato puede ser debido principalmente a una inhibicién

en la sintesis de &cidos grasos.
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'FIGURA 4.7. Efecto "in vitro" del bezafibrato sobre el 14002 pro—
cedente de glucosa—U—l4C en acini de gléandula mamaria
aislados de rata. Los resultados se expresan en % con )
respecto a un control en ausencia de bezafibrato y son
la media de al menos 4 experimentos independientes

+ S.E.M.
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.FIGURA 4.8. Efecto "in vitro" del bezafibrato sobre la sintesis de
dcidos grasos (A) y sintesis de triglicéridos (B) a
partir de glucosa—U—lAC en acini de gléndula mamaria
aislados de rata. Los resultados se expresan en % con
respecto a un control en ausencia de bezafibrato y son
la media de al menos 4 experimentos independientes +

S.E.M.
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4.5, EFECTO "IN VIVO" DEL BEZAFIBRATO SOBRE LA SINTESIS DE ACI-

DOS GRASOS Y TRIGLICERIDOS Y LA FORMACION DE CO_, EN HEPATOCITOS

AISLADOS DE RATA

Se estudié el efecto del tratamiento '"in vivo'" con be-
zafibrato sobre la sintesis lipidica en hepatocitos aislados de
ratas ayunadas-realimentadas, comparéndose estos valores con los
resultados obtenidos en ratas controles {sin tratamiento con be-
zafibrato). A las ratas tratadas se les administré 400 mg/kg/dia
de bezafibrato los dos dias previos a la realizacidén del experi-

mento.

Los resultados se recogen en la tabla 4.1. Como puede
observarse, se obtuvo una inhibicidn casi total de la sintesis de
4cidos grasos a partir de glucosa marcada en las ratas tratadas
en relacidén con las ratas controles (inhibicién del 93,4%), asi
como una inhibicién en la sintesis de triglicéridos (64,3%) y la

formacién de 002 (37,2%).

Estos resultados corroboran experimentos anteriores
(A. Ayala, 1984b) del efecto del tratamiento "in vivo" con beza-
fibrato sobre la incorporacién de agua tritiada en acidos grasos

en higado y tejido adiposo.



INCORPORACION CONTROL TRATADA BEZAFIBRATO

3

GLUCOSA—U—lAC A: (nmol/lO6 células) (nmol/lO6 células)

14co2 40,0 + 3,4 25,1 + 0,6 (62,8%)
TRIGLICERIDOS 19,9 + 1,8 7,1 + 1,2 (35,7%)
ACIDOS GRASOS 6,1 + 0,9 0,4 + 0,06 (6,6%)

“TABLA 4.1. Efecto "in vivo" del bezafibrato sobre la produccién de 1400 sintesis de acidos

21
grasos y sintesis de triglicéridos a partir de glucosa—U—lAC en hepatocitos ais-
lados de rata. Los resultados se expresan en nmol/lO6 células, y en % de la medi-

da en rata tratada con respecto a rata control, y son la media de al menos 6 ex~

perimentos independientes + S.E.M.

L9
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4.6. EFECTO "IN VIVO" DEL BEZAFIBRATO SOBRE LA SINTESIS DE ACI-

DOS GRASOS Y TRIGLICERIDOS Y LA FORMACION DE CO, EN ADIPOCITOS

AISLADOS DE RATA

Hemos estudiado también el efecto del bezafibrato "in
vivo" sobre la lipogénesis en adipocitos aislados de ratas ayu-
nadas-realimentadas a las cuales se les administré 400 mg/kg/dia

de bezafibrato los dos dias previos al experimento.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.2.
En ella se expresan los valores obtenidos en la sintesis de &-
cidos grasos y triglicéridos y en la formacidn de 002 a partir
de glucosa—U—l4C en ratas controles y tratadas, asi como el %
de los valores obtenidos en ratas tratadas con respecto a los
obtenidos en ratas controles. Como puede observarse, se produce
inhibicidén en todos los procesos cuantificados: 66,7% de inhibi-
cién en la sintesis de &cidos grasos, 36,4% en la sintesis de

triglicéridos, y 24,1% en la formacién de 002.

Asi pues, podemos afirmar que tanto ''in vitro" como "in
vivo" el bezafibrato ejerce un efecto inhibidor sobre la lipogé-
nesis al estudiar este proceso en las principales células lipo-

génicas aisladas de rata.



INCORPORACION CONTROL TRATADA BEZAFIBRATO

14
GLUCOSA~U-""C A: (nmol/mg peso seco) (nmol/mg peso seco)
14 '
002 0,29 + 0,04 0,22 + 0,02 (75,9%)
TRIGLICERIDOS 0,88 + 0,15 0,56 + 0,09 (63,6%)

ACIDOS GRASOS 0,60 + 0,12 0,20 + 0,03 (33,3%)

TABLA 4.2. Efecto "in vivo" del bezafibrato sobre la produccién de 14002, sintesis de Acidos

grasos y sintesis de triglicéridos a partir de gluoosa—U—l4C en adipocitos aislados

de rata. Los resultados se expresan en nmol/mg peso seco y en % de la medida en ra-
ta tratada con respecto a control, y son la media de al menos 8 experimentos inde-

pendientes + S.E.M.
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4.7. EFECTO "IN VIVO" DEL TRATAMIENTO CON BEZAFIBRATO SOBRE LA

/Q—OXIDACION DE ACIDOS GRASOS EN HEPATOCITOS AISLADOS DE RATA

Se encuentra ampliamente descrito en la bibliografia
el efecto activador "in vivo" del bezafibrato y otros farmacos
hipolipidémicos sobre la/?—oxidacién de acidos grasos (Lazarow
y de Duve, 1976; Lazarow, 1980). Nosotros hemos estudiado este
efecto realizando los experimentos en las mismas condiciones en
que se llevaron a cabo los estudios del efecto "iﬁ vivo" del be-
zafibrato sobre la lipogénesis. Asi, se han utilizado ratas some-
tidas a ayuno-realimentacidén y tratadas con 400 mg/kg/dia de be-
zafibrato los dos dias previos al experimento y que coinciden con

los dias de la realimentacidn.

Para valorar la oxidacidén se ha medido el 14002 y los
P . s - 4
productos solubles en acido formados a partir de acido (1—1 Cc)-

14C)—palmitico.

caprilico y &cido (1-
Los resultados obtenidos se expresan en la tabla 4.3.
En los resultados obtenidos en hepatocitos aislados de ratas con-
troles {incubados en ausencia de bezafibrato) se observa que es
muého mayor (aproximadamente 20 veces) la oxidacién de Acido ca-

prilico que la de &cido palmitico.

En los resultados obtenidos en hepatocitos aislados de

ratas tratadas con respecto a los de ratas controles se observa



71

INCORPOﬁACION AC. CONTROL

(1—140)-CAPRILICO A: (nmol/lO6 células)

TRATADA BEZAFIBRATO

(nmol/lo6 células)

Meo 0,8 + 0,1
2 —
PSA 11,9 + 1,2
14002 + PSA 12,7 + 1,2

0,9 + 0,1 (x1,1)
39,4 + 3,2 (x3,3)

40,3 + 3,2 (x3,2)

INCORPORACION AC. CONTROL

(1-140)—PALMITICO A: (nmol/lO6 células}

TRATADA BEZAFIBRATO

(nmol/lO6 células)

14

co,, 0,13 + 0,02
PSA 0,55 + 0,06
14002 + PSA 0,68 + 0,06

0,25 + 0,02 (x1,9)

4,23 i 0,23 (X7)7)

4,48 + 0,23 (x6,6)

‘TABLA 4.3. Efecto "in vivo" del bezafibrato sobre la formacién de

1
2

4 <
Cco y_productos solubles en acido a partir de &ac.

(1—14C)— caprilico y ac. (1—140)—palmitico en hepatoci-

tos aislados de rata. Los resultados se expresan en

6 . .
nmol/10" células, asi como el aumento en rata tratada

con respecto al control, y son la media de al menos

4 experimentos independientes + S.E.M.
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un pequefio aumento en la formacidén de CO y un aumento mucho ma-

5
yor en la formacién de productos solubles en Acido, activacidén que
fue mayor cuando el sustrato fue 4cido palmitico (aumento de apro-
ximadamente 8 veces) que cuando se utilizé 4cido caprilico (aumen-
to de aproximadamente 3 veces). Estos resultados coinciden con los
encontrados en la bibliografia y que postulan que el tratamiento

de ratas con bezafibrato aumenta la.ﬁloxidacién peroxisomal, sélo

activa para 4cidos grasos de cadena larga (Lazarow, 1980).



5. D I 8 C U s I O N




5. DISCUSION

5.1. EFECTO "IN VITRO" DEL BEZAFIBRATO SOBRE EL METABOLISMO LI-

PIDICO

Los estudios del efecto "in vitro" del bezafibrato so-
bre la sintesis de lipidos utilizando diferentes células lipogé-
nicas {hepatocitos, adipocitos y acini de gléndula mamaria) mues-—
tran que este compuesto produce una notable inhibicidn tanto de
la sintesis de triglicéridos como la de &cidos grasos (Figuras
4.1-4.2 y 4.5-4.8). Esta disminuciédn de la sintesis lipidica es

mayor a medida que se aumentan las concentraciones de bezafibrato

en el medio de incubacidén. A concentraciones 4 mM se produce una

74

inhibicién casi total de la sintesis de Acidos grasos en todas las
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células lipogénicas utilizadas.

El estudio del efecto "in vitro'" del bezafibrato sobre
la oxidacidén de &cidos grasos en hepatocitos aislados, muestran
un ligero aumento en la'ﬂ—oxidacién de &cidos grasos cuando el
sustrato utilizado es acido palmitico, mientras que la oxidacidn
del Acido caprilico no se encuentra practicamente afectada (Figu-
ras 4.3 y 4.4). Es interesante destacar, por tanto, que el efecto
activador del bezafibrato sobre la/E;oxidacién de acidos grasos
"in vitro" parece ser menor que su efecto inhibidor sobre la sin-
tesis de &cidos grasos y ademds, parece afectar unicamente a los

4dcidos grasos de cadena larga.

A pesar de que el mecanismo de accidn del bezafibrato
mas ampliamente aceptado en la actualidad es el aumento de la
Vp—oxidacién, sobre todo la peroxisomal, existen algunos datos que
postulan un efecto inhibidor sobre una de las enzimas implicadas
en la sintesis de Acidos grasos. Asi, Stegmeier y col. describen
una inhibicidn "in vitro'" de la actividad acetil-CoA carboxilasa
de higado de pollo por clofibrato y bezafibrato siendo esta inhi-
bicibén dependiente de la concentracién de farmaco adicionada, y
correspondiendo el efecto mayor al bezafibrato. Dado que "in vivo"

el bezafibrato es superior al clofibrato en cuanto a su efecto hi-

potrigliceridemiante es muy probable que esta marcada inhibicién
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de la acetil-CoA carboxilasa por parte del bezafibrato contribu-
ya de una forma muy directa a este efecto hipotrigliceridemiante

(Stegmeier y col., 1980).

Existen otros datos en la bibliografia que describen una
inhibicién en la sintesis de lipidos por otro farmaco hipolipemian-
te, el clofibrato. Landriscina y col. (1975) indican una inhibicién
por clofibrato "in vitro" de la sintesis de acidos grasos desde
malonil-CoA, asi como una inhibicidén mayor del sistema‘de elonga-

cibén de cadena de &cidos grasos en microsomas. Greenspan y col.

(1975) también describen un efecto inhibidor "in vitro" del clofi
brato sobre la incorporacién de glucosa y piruvato en &cidos gra-—

sos en adipocitos aislados de rata.

Hay que tener en cuenta que el aumento de la/%oxidacién
de acido palmitico no puede deberse a variaciones en las cantida-
des de enzimas, ya que el corto periodo de tiempo utilizado en la
incubacién de las células "in vitro" (20 minutos) no permite va-

riaciones en la sintesis de proteinas.

En los estudios de ﬁ—oxidacién en hepatocitos controles
(incubados en ausencia de bezafibrato) se puede observar que es

mucho mayor la cantidad de 14CO2 y de productos solubles en &cido

formados a partir de caprilato que los formados a partir de pal-
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mitato (Tabla 4.3). Esto es 1lbgico, ya que en ratas sometidas a
ayuno-realimentacién con dieta glucidica, disminuye la razén glu-
cagbn:insulina, y en estas condiciones, el metabolismo lipidico

en el higado se dirige hacia la sintesis de &acidos grasos; la oxi-
dacién de acidos grasos de cadena larga disminuye entonces, debi-
do a la elevada concentracidén tisular de malonil-CoA que actla co-
mo un potente inhibidor de la acil-carnitina transferansa I (McGa-
rry y Foster, 1980). Esto coincide con los resultados obtenidos

en los hepatocitos aislados de ratas controles, en los cuales la

oxidacién de Acido caprilico (valorada como CO_, méAs productos so-

2
lubles en Acido) es aproximadamente 20 veces la del Acido palmi-

tico.

Por otra parte, nuestros resultados anteriores parecen
demostrar que el mecanismo de accidén primario del bezafibrato se
debe a un efecto inhibidor sobre la sintesis de &cidos grasos (Fig.
4.2, 4.6 y 4.8). Aunque el lugar exacto en el cual este farmaco
actlia no puede ser definitivamente establecido, sin embargo, se pue
de pensar, de acuerdo con los resultados de Stegmeier y col. (1980)
que el bezafibrato podria tener una accién inhibidora sobre la ace-
til-CoA carboxilasa. Esta inhibicién tendréd como consecuencia una
dismin&cién de 1os niveles intracelulares de malonil-CoA, con lo cual

se producird la desinhibicién del sistema acil-carnitina transfera-

sa I, produciéndose consecuentemente el aumento de la oxidacidn de



4cidos grasos de cadena larga (Fig. 4.3 y 4.4), lo que justifica
el aumento de la ﬂ—oxidacién encontrado para la oxidacidén del a-
cido palmitico en hepatocitos aislados en presencia de bezafibra-
to y el menor efecto encontrado para la oxidacidn de &cido capri-

lico en estas mismas condiciones.

5.2. EFECTO "IN VIVO" DEL BEZAFIBRATO SOBRE EL METABOLISMO LIPI-

DICO

Los resultados presentados del efecto del bezafibrato

"in vivo" sobre el metabolismo lipidico mediante el estudio de 1la

incorporacién de glucosa—U—l4C a 14002,
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triglicéridos y &cidos gra

sos en células aisladas de ratas tratadas(Tablas 4.1 y 4.2) demue§

tran que este farmaco ejerce una accién inhibidora sobre la lipo-
génesis en los dos tipos de células estudiados: adipocitos y he-

patocitos.

Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos an-
teriormente para el estudio del efecto "in vivo'" de este farmaco
sobre la incorporacidén da agua tritiada en acidos grasos en te-
jido adiposo e higado (A.Ayala, 1984b), donde con idéntico tra-

tamiento se produjo un inhibicidén de la sintesis de acidos gra-
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sos de 95,2% en higado y 88,4% en tejido adiposo.

El estudio del efecto "in vivo" del bezafibrato sobre
la/B—oxidacién demuestra que el tratamiento con bezafibrato pro-
duce un aumento tanto de la oxidacién de &cido caprilico como de
Acido palmitico, siendo la activacién mayor para este dltimo (a-
proximadamente 8 veces) (Tabla 4.3). Estos resultados estéan de
acuerdo con los descritos en la bibliografia donde se describe un
aumento de la(B—oxidacién, principalmente la peroxisomal, produci-

da por el tratamiento con bezafibrato (Lazarow y col., 1982).

El acido palmitico, al ser un &cido graso de cadena lar
ga, puede oxidarse tanto en la mitocondria como en el peroxisoma.
Por lo tanto, un aumento de la/3—oxidacién del 4cido palmitico,
aproximadamente 2,5 veces mayor que el aumento observado para el
caprilato, significa que puede haberse activado el sistema oxida-
tivo peroxisomal y el sistema de transporte mitocondrial mediado
por la acil-carnitina transferasa I. E1 aumento en la/H—oxidacién
del caprilato significa, asimismo, que se ha activado también el
sistema de(B—oxidacién mitocondrial.

En el estudio "in vivo" es posible un éumento de las ac-
tividades enzimdticas. Cuando comparamos los resultados obtenidos

"in vitro" e "in vivo'" sobre el sistema de/g—oxidacién de acidos



grasos (Fig. 4.3 y 4.4, y tabla 4.3), se observa que la activa-
cidén por el bezafibrato es mucho mayor "in vivo'" que "in vitro'".
Asi, mientras que "in vitro" el aumento parece sélo debido a una
activacién consecuente a la inhibicién de la sintesis de acidos
grasos, 'in vivo" participaria este mecanismo ademds de un aumen-
to en las actividades de las enzimas que participan en la/%—oxi—

dacién.
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6. CONCLUSIONES

1) El bezafibrato tiene un efecto inhibidor "in vitro"
sobre la sintesis de Acidos grasos y triglicéridos en las princi-
pales células lipogénicas aisladas de rata (hepatocitos, adipoci-
tos y acini de glandula mamaria). A concentracién 4 mM el efecto
inhibidor sobre la sintesis de &cidos grasos es mayor del 85% en

todas las células utilizadas.

2) La incubacién de hepatocitos en presencia de bezafi-
brato produce un efecto activador sobre la.p-oxidacién de acidos
grasos de cadena larga. A concentracién4mM de bezafibrato se pro-
duce un, aumento de la formacidén de productos solubles en acido

del 160%.

3) El efecto activador "in vitro" del bezafibrato sobre
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la p-oxidacién de acidos grasos es menor que el efecto inhibidor

de este farmaco "in vitro'" sobre la sintesis de acidos grasos.

4) El tratamiento de ratas con bezafibrato tiene un efec-
to inhibidor del 93% y 64% sobre la sintesis de &cidos grasos y tri
glicéridos respectivamente en hepatocitos aislados de rata, y del
67% y 36% sobre la sintesis de 4cidos grasos y triglicéridos respe¢

tivamente en adipocitos aislados de rata.

5) E1 tratamiento de ratas con bezafibrato tiene un efec-
to activador sobre la/%—oxidacién de acidos grasos en hepatocitos

aislados de rata.

6) E1 efecto activador "in vivo" del bezafibrato sobre la
p—oxidacién es mayor para &4cidos grasos de cadena larga (aumento de
6,6 veces con respecto al control) que para &cidos grasos de cadena

corta (aumento de 3,2 veces).

7) El1 efecto activador del bezafibrato sobre la/B—oxida—
cién de acidos grasos '"in vivo'" es mayor que su efecto "in vitro"

sobre este proceso.

8) El1 efecto hipolipemiante del bezafibrato es debido a

una inhibicidén en la sintesis de 4cidos grasos, ademas del efecto

activador ya descrito sobre la/ﬁ-oxidaoién de acidos grasos.
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