




UNIVERSIDAD DE VALENCIA

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES CITOLGGICAS 

DE LA CAJA DE AHORROS DE VALENCIA

T E S IS  DOCTORAL

ESTUDIO EXPERIMENTAL DEL SINDROME ALCOHOLICO 

FETAL: ALTERACIONES EN EL DESARROLLO DE HEPA-  

TOCITOS,  Y DE ASTROCITOS EN CULTIVO PRIMARIO

L d a .  en M e d i c i n a  

MARIA SANCHO-TELLO VALLS 

V a l e n c i a ,  S e p t ie m b r e  de 1988



UMI Number: U602919

All rights reserved

INFORMATION TO ALL USERS 
The quality of this reproduction is dependent upon the quality of the copy submitted.

In the unlikely event that the author did not send a complete manuscript 
and there are missing pages, these will be noted. Also, if material had to be removed,

a note will indicate the deletion.

Dissoriation Püblish<¡ng

UMI U602919
Published by ProQuest LLC 2014. Copyright in the Dissertation held by the Author.

Microform Edition © ProQuest LLC.
All rights reserved. This work is protected against 

unauthorized copying underTitle 17, United States Code.

ProQuest LLC 
789 East Eisenhower Parkway 

P.O. Box 1346 
Ann Arbor, MI 48106-1346



I T U L O  DE L A  T E S I S :

studio experimental del Síndrome Alcohólico Fetal: alteraciones en el 

esarrollo de hepatocitos, y de astrocitos en cultivo primario.

(VUTOR: MARIA SANCHO-TELLO VALLS

£>1R E C T  OR:  Dra. CONSUELO GUERRI SIRERA y Dr. JAIME RENAU PIQUERAS

T R I B U N A L :  P r o f .  D r .  D. JOSE VIÑA RIBES

P r o f .  D r .  D.  MANUEL BENITO DE LAS HERAS
P r o f .  D r .  D. M a JOSE GOMEZ-LECHON MOLINER
P r o f .  D r .  D.  JOSE CABO SOLER
P r o f .  D r .  D. FEDERICO PALLARDO CALATAYUD ¿

“ E C H A  DE L A  L E C T U R A :  25 Noviembre 1988

C A L I F I C A C I O N  O B T E N I D A :  Apto "Cum Laude”



INSTITUTO DE INVESTIGACIONES CITOLOGICAS 
DE LA CAJA DE AHORROS DE VALENCIA

8 A N T IA G O  G R IS O LÍA , oirictor 

Amadeo de Saboya, 4 - Tel.'(96) *369 85 00 
46010 VALENCIA (Eapaña)

CONSUELO GUERRI SIRERA, D o c t o r a  en C i e n c i a s  
B i o l ó g i c a s  y  A d j u n t o  de I n v e s t i g a c i ó n  de l  
I n s t i t u t o  de I n v e s t i g a c i o n e s  C i t o l ó g i c a s ,  y

JAIME RENAU PIQUERAS, D o c to r  en C i e n c i a s  
B i o l ó g i c a s  y A d j u n t o  de I n v e s t i g a c i ó n  de l  
I n s t i t u t o  de I n v e s t i g a c i o n e s  C i t o l ó g i c a s .

CERTIFICAMOS: Que l a  p r e s e n t e  T e s i s  D o c t o r a l  t i t u l a d a  "ES 
TUDIO EXPERIMENTAL DEL SINDROME ALCOHOLICO 
FETAL: ALTERACIONES EN EL DESARROLLO DE HE-  
PATOCITGS, Y DE ASTROCITOS EN CULTIVO P R I 
MARIO” , que p r e s e n t a  l a  Ld a .  en M e d i c i n a  
M a r í a  S a n c h o - T e l l o  V a l l s ,  ha s i d o  r e a l i z a d a  
en e l  I n s t i t u t o  de I n v e s t i g a c i o n e s  C i t o l ó 
g i c a s  b a j o  n u e s t r a  d i r e c c i ó n ,  p r e s e n tá n d o s e  
a su d e f e n s a  con n u e s t r a  a p r o b a c i ó n .

Y p a r a  que c o n s te  y s u r t a  l o s  e f e c t o s  
o p o r t u n o s ,  f i rm a m o s  l a  p r e s e n t e  en V a l e n c i a  
a 12 de S e p t ie m b r e  de 1 9 8 8 .

D r a .  C. G u e r r i  S i r e r a D r .  J .  Renau P i q u e r a s



Deseo e x p r e s a r  mi más s i n c e r o  a g r a d e c i m i e n t o :

Al  I n s t i t u t o  de I n v e s t i g a c i o n e s  C i t o l ó g i c a s  de 
l a  C a ja  de A h o r r o s  de V a l e n c i a ,  p o r  l a  c o n c e s ió n  de 
una beca  que me ha p e r m i t i d o  l a  r e a l i z a c i ó n  d e l  p r e 
s e n t e  t r a b a j o .

A l a  D r a .  CONSUELO GUERRI SIRERA por  h a b e r  
a c e p ta d o  l a  d i r e c c i ó n  de e s t a  t e s i s ,  a s í  como por  su 
c o n s t a n t e  e s t í m u l o  y c o n s e j o  d u r a n t e  l a  l a r g a  d u r a 
c i ó n  de e s t e  t r a b a j o .

Al D r .  JAIME RENAU PIQUERAS p o r  h a b e r  a c e p ta d o  
l a  c o - d i r e c c i ó n  de e s t a  t e s i s  y  po r  su i n e s t i m a b l e  
c o l a b o r a c i ó n  y  ay u d a .

Al D r .  SANTIAGO GRISOLIA ,  D i r e c t o r  de e s t e  
I n s t i t u t o ,  por  aco g e r  l a  r e a l i z a c i ó n  d e l  p r e s e n t a  
t r a b a j o ,  a s í  como por  h a b e r  s a b id o  c r e a r  un g ra n  
a m b ie n te  c i e n t í f i c o  en e s t e  c e n t r o .

Al D r .  ENRIQUE ALBORCH por  h a b e r  a c e p t a d o  l a  
p o n e n c ia  de e s t a  t e s i s ,  a l  i g u a l  que por  sus v a l i o 
sos c o m e n t a r i o s  c r í t i c o s .

A m is  comparteras de l a b o r a t o r i o  MARISA MARCH, 
AMPARO MARQUES y  l a  D r a .  ROSA SANCHIS por  l a  a m i s t a d  
y  c o l a b o r a c i ó n  que s iem p re  he r e c i b i d o  de e l l a s  du
r a n t e  l a  r e a l i z a c i ó n  de l  p r e s e n t e  t r a b a j o .  A CARMEN 
NAVARRO por  l a  c o n f e c c i ó n  de l  m a t e r i a l  g r á f i c o .  Al  
D r .  J . E .  O'CONNOR por  e l  a n á l i s i s  con e l  c i t o f l u o r í -  
m e t r o  de f l u j o .

A to d a s  l a s  p e rs o n a s  de l  I n s t i t u t o ,  e s p e c i a l 
mente a l a s  de l o s  d e p a r t a m e n t o s  de B i o q u í m i c a  y de 
C u l t i v o  de T e j i d o s ,  p o r  e l  apoyo y l a  ayuda que 
s ie m p re  he r e c i b i d o .



A m is  p a d r e s



INDICE
pag

INTRODUCCION 1

1.  Consumo de a l c o h o l  en Espafla 2

2 .  R e l a c i ó n  e n t r e  e l  consumo m a te r n o  de 
a l c o h o l  d u r a n t e  l a  g e s t a c i ó n  y l a  g r a v e 
dad de l o s  e f e c t o s  sob re  su d e s c e n d e n c ia  3

3 .  S índrome a l c o h ó l i c o  f e t a l  5

3 . 1 .  C a r a c t e r í s t i  c a s  p r i n c i p a l e s  5

3 . 2 .  F r e c u e n c i a  de a p a r i c i ó n  8

3 . 3 .  F a c t o r e s  de r i e s g o  8

3 . 3 . 1 .  D o s is  de a l c o h o l  8

3 . 3 . 2 .  P e r í o d o s  c r í t i c o s  de e x p o s i c i ó n  9

3 . 3 . 3 .  S u s c e p t i b i l i d a d  g e n é t i c a  9

3 . 3 . 4 .  N u t r i c i ó n  10

3 . 3 . 5 .  Consumo de o t r a s  d ro g a s  10

3 . 3 . 6 .  E s t a d i o  de l a  e n fe rm e d a d
a l c o h ó l i c a  m a t e r n a  11

3 . 3 . 7 .  F a c t o r e s  s o c io e c o n ó m ic o s  11

4 .  M e ta b o l is m o  d e l  e t a n o l . A g e n te  c a u s a l  del
S . A . F . :  ¿ a l c o h o l  o a c e t a l d e h í d o ?  12

4 . 1 .  M e t a b o l i s m o  de l  e t a n o l  12

4 . 1 . 1 .  S is t e m a s  e n z i m á t i c o s  de o x i d a c i ó n
de l  e t a n o l  12

4 . 1 . 1 . 1 .  A l c o h o l  d e s h id r o g e n a s a  <ADH) 12

4 . 1 . 1 . 2 .  S is t e m a  m ic rosom al  de o x i d a 
c i ó n  de l  e t a n o l  <ME0S) 13

4 . 1 . 1 . 3 .  S is t e m a  c a t a l a s a  13

4 . 1 . 2 .  O x i d a c i ó n  de l  a c e t a l d e h í d o  14

4 . 2 .  A l t e r a c i o n e s  d e b id a s  a l  consumo
c r ó n i c o  de a l c o h o l  15



pag

4 . 3 .  A gente  e t i o l ó g i c o  de l  S . A . F . :
¿ a lc o h o l  o ace t a l d e h í d o ?  16

5 .  A l t e r a c i o n e s  h e p á t i c a s  d e b id a s  a l a
e x p o s i c i ó n  p r e n a t a l  a l  a l c o h o l  17

6 .  A l t e r a c i o n e s  en e l  s i s t e m a  n e r v i o s o  c e n t r a l  
d e b id a s  a l a  e x p o s i c i ó n  p r e n a t a l  a l  a l c o h o l  18

7 .  M od e lo s  e x p e r i m e n t a l e s  u t i l i z a d o s  21

7 . 1 .  M ode lo  an im a l  21

7 . 2 .  M ode lo  de c u l t i v o  p r i m a r i o  de
c é l u l a s  n e r v i o s a s  22

8 .  O b j e t i v o s  de l a  i n v e s t i g a c i ó n  26

MATERIALES Y METODOS 28

1 .  M a t e r  i a l  es  29

1 . 1 .  An im a le s  29

1 . 2 .  D i e t a s  u t i l i z a d a s  29

1 . 3 .  A p a r a t o s  31

1 . 4 .  R e a c t i v o s  y p r o d u c t o s  33

2 .  M étodos  34

2 . 1 .  M a n i p u l a c i ó n  de l o s  a n i m a l e s  34

2 . 1 . 1 .  P r o c e d i m i e n t o  de a l c o h o l i z a c i ó n  me
d i a n t e  d i e t a  l í q u i d a .  U t i l i z a c i ó n  de 
c o n t r o l e s  i s o c a l ó r i c o s  " p a i r  f e d "  34

2 . 1 . 2 .  E x p o s i c i ó n  p r e n a t a l  a l  a l c o h o l  35

2 . 1 . 3 .  E x p o s i c i ó n  p o s t n a t a l  a l  a l c o h o l  35

2 . 2 .  A i s l a m i e n t o  y  c u l t i v o s  c e l u l a r e s  36

2 . 2 . 1 .  A i s l a m i e n t o  de h e p a t o c i t o s  36

2 . 2 . 2 .  A i s l a m i e n t o  y  c u l t i v o  de a s t r o c i t o s  36

2 . 3 .  E s t u d i o  de l o s  h e p a t o c i t o s  39

2 . 3 . 1 .  S í n t e s i s  de p r o t e í n a s  39



pag

2 . 3 . 2 .  S í n t e s i s  de g l i c o p r o t e í ñ a s  40

2 . 3 . 3 .  S e p a r a c i ó n  de s u b p o b l a c i o n e s  h e p a t o -
c i  ta n  i as  por  g r a d i e n t e  de d e n s id a d  41

2 . 3 . 4 .  M étodo  u t i l i z a d o  p a r a  a n á l i s i s
u l t r a e s t r u c t u r a l e s  44

2 . 3 . 4 . 1 .  P r e p a r a c i ó n  de l a s  m u e s t r a s  44

2 . 3 . 4 . 2 .  T é c n i c a  de c i t o q u í m i c a  44

2 . 3 . 4 . 3 .  T é c n i c a  de au t o r r a d  i og r  a - f í a  45

2 . 3 . 4 . 4 .  E s t u d i o  de l a s  mi o r o g r a f í a s  46

2 . 3 . 4 . 5 .  E s t u d i o  de a u t o r r a d i o g r a m a s  47

2 . 4 .  E s t u d i o  de l o s  c u l t i v o s  de a s t r o c i t o s  47

2 . 4 . 1 .  P u r e z a  de l o s  c u l t i v o s  47

2 . 4 . 2 .  S í n t e s i s  de p r o t e í n a s  48

2 . 4 . 3 .  S í n t e s i s  de ADN y  ARN 48

2 . 4 . 4 .  P r o c e s a m ie n t o  de l a s  c é l u l a s
p a r a  e s t u d i o s  b i o q u í m i c o s  4?

2 . 5 .  D e t e r m i n a c i o n e s  e n z i m á t i c a s  4?

2 . 6 .  O t r a s  d e t e r m i n a c i o n e s  54

RESULTADOS 57

1.  E s t u d i o  de l o s  h e p a t o c i t o s  58

1 . 1 .  A i s l a m i e n t o  de h e p a t o c i t o s  de r a t a s  
- f e t a l e s  y n e o n a t a l e s :  c o n s i d e r a c i o n e s  
m e t o d o l ó g i c a s  58

1 . 2 .  S í n t e s i s  de p r o t e í n a s  en h e p a t o c i t o s  59

1 . 2 . 1 .  I n c o r p o r a c i ó n  y l i b e r a c i ó n
de 8H - l e u c i n a  59

1 . 2 . 2 .  M étodos  au t o r r a d  i ográ- f  i eos 61

1 . 3 .  S í n t e s i s  de g l i c o p r o t e í ñ a s  65

1 . 4 .  E s t u d i o  de l a s  s u b p o b l a c i o n e s  de 
h e p a t o c i t o s  de r a t a s  n e o n a t a l e s  70



pag

1 . 4 . 1 .  P roc eso  de s e p a r a c i ó n  70

1 . 4 . 2 .  V i a b i l i d a d  y r e c u p e r a c i ó n  de l a s  
s u b p o b l a c i o n e s  de h e p a t o c i t o s  76

1 . 4 . 3 .  Ci to*f 1 uor  ime t r  í a  de - f l u j o  78

1 . 4 . 4 .  A c t i v i d a d e s  e n z i m á t i c a s  en l a s
s u b p o b l a c i o n e s  de h e p a t o c i t o s  78

1 . 4 . 5 .  E s t u d i o  u 1 t r a e s t r u c t u r a l  82

1 . 4 . 5 . 1 .  R e s u l t a d o s  c u a l i t a t i v o s  82

1 . 4 . 5 . 2 .  R e s u l t a d o s  c u a n t i t a t i v o s  84

2 .  E s t u d i o  de l o s  a s t r o c i t o s  en c u l t i v o  p r i m a r i o  95

2 . 1 .  C o n s i d e r a c i o n e s  m e t o d o l ó g i c a s  95

2 . 2 .  C a r a c t e r í s t i c a s  mor-f ol  ógi  c a s  96

2 . 3 .  C r e c i m i e n t o  del  c u l t i v o  98

2 . 4 .  S í n t e s i s  de p r o t e í n a s ,  ARN y ADN 103

2 . 5 .  A c t i v i d a d e s  e n z i m á t i c a s
en l o s  a s t r o c i t o s  109

2 . 5 . 1 .  Enz im as  m a rc a d o ra s  110

2 . 5 . 2 .  Enz im as l i g a d a s  a membranas l i ó

2 . 5 . 3 .  A lc o h o l  d e s h id r o g e n a s a  120

DISCUSION 121

1 .  E s t u d i o  de l o s  h e p a t o c i t o s  122

1 . 1 .  A i s l a m i e n t o  de h e p a t o c i t o s  122

1 . 2 .  S í n t e s i s  y g l i c o s i 1a c i ó n  de p r o t e í n a s  123

1 . 3 .  S u b p o b la c io n e s  de h e p a t o c i t o s  128

1 . 4 .  S u b p o b la c io n e s  h e p a t o c i t a r i  as  o b t e 
n i d a s  de r a t a s  e x p u e s t a s  a l  a l c o h o l  131

2 .  E s t u d i o  de l o s  c u l t i v o s  p r i m a r i o s
de a s t r o c i t o s  135

2 . 1 .  C a r a c t e r í s t i c a s  del  c u l t i v o  136



pag

2 . 2 .  E f e c t o  d e l  a l c o h o l  138

2 . 3 .  A s t r o c i t o s  p r e n a t a l m e n t e  e x p u e s t o s
al  a l c o h o l  140

2 . 4 .  R e p e r c u s ió n  sob re  e l  s ín d ro m e
a l c o h ó l i c o  f e t a l  141

CONCLUSIONES 144

BIBLIOGRAFIA 149



ABREVIATURAS ( s ó l o  se i n c l u y e n  l a s  poco u s u a l e s )

ADH A l c o h o l  d e s h id r o g e n a s a

ALAT A l a n  i na a m i n o t r a n s f e r a s a

ALDH A l d e h i d o  d e s h id r o g e n a s a

BSA S e r o a lb ú m in a  b o v in a

FAE F e t a l  a l c o h o l  e f f e c t s

F IT C  I s o t  i oc i a n a t o  de -f 1 u o r e s c e í n a

GDH G lu t a m a t o  d e s h id r o g e n a s a

GERL G o l g i - R e t í c u 1 o e n d o p lá s m ic o -L is o s o m a s

GFAP P r o t e í n a  f i b r i l a r  á c i d a  de l a  g l í a

HEPES N - 2 - H y d r o x y e  t h y l  p i p e r a z  i n e - N ' - 2 - e t h a n e s u l  -fon i c

ac i d

Km C o n s t a n t e  de M i c h a e l i s - M e n t e n

LDH L a c t a t o  d e s h id r o g e n a s a

MEM Mínimum e s s e n t i a l  médium

PBS Phosphate  bu-f -fered sa l  ine

PK P i r u v a t o  k i  n a s a

PP P er  i p o r t a l

PV Per  i venoso

REI R e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  l i s o

RER R e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  rug o s o

SAF S índrome a l c o h ó l i c o  - fe ta l

SBF S u ero  b o v in o  - f e t a l

SNC S is t e m a  n e r v i o s o  c e n t r a l

TCA A c id o  t r i  e l o r o a c é t i c o



I NTRODUCCI OM



2

1 .  CONSUMO DE ALCOHOL EN ESPAflA.

El consumo de b e b id a s  a l c o h ó l i c a s  se conoce desde  
hace m i l e n i o s ,  cuando e l  hombre ,  además de c u l t i v a r  f r u 
t o s  y g r a n o s ,  a p r e n d ió  a f e r m e n t a r  sus  j u g o s .  Desde en
t o n c e s  e l  consumo de a l c o h o l  ha e s t a d o  ín t im a m e n t e  u n i d o  
a d i v e r s o s  a s p e c t o s  m á g ic o s ,  s a g r a d o s  y s o c i a l e s  en l a s  
d i f e r e n t e s  c u l t u r a s  que han p o b la d o  l o s  c i n c o  c o n t i n e n 
t e s .

Hoy en d í a  se s ig u e  consum iendo b e b i d a s  a l c o h ó l i c a s  
en todo  e l  mundo. En n u e s t r a  s o c i e d a d  es  l a  t o x i c o m a n í a  
más f r e c u e n t e ,  c o n s t i t u y e n d o  uno de l o s  más g r a v e s  p r o 
b lem as de s a l u d  p ú b l i c a .  P a r a  h a c e r n o s  una id e a  de l a  
m a g n i t u d  de l  p ro b le m a  b a s t a  r e c o r d a r  que a c t u a l m e n t e  en 
Espafía e l  70Y. de l a  p o b l a c i ó n  consume b e b id a s  a l c o h ó l i 
c a s ,  de l o s  que más de l  \YA  son b e b e d o r e s  de c a n t i d a d e s  
a l t a s  o e x c e s i v a s  0 7 5  cc de a l c o h o l  p u r o / d í a ) ,  l o  que 
supone unos 4 m i l l o n e s  de p e r s o n a s  C 1033 .  E s t a  c i f r a  se 
in c r e m e n t a  c o n s ta n te m e n te  d e b i d o  p r i n c i p a l m e n t e  al  au 
mento  d e l  número de m u j e r e s  que se i n c o r p o r a n  a l o s  h á b i 
t o s  de b e b id a  y de j ó v e n e s ,  que em piezan  a consum ir  b e b i 
das  a l c o h ó l i c a s  a una edad cada vez  más te m p ra n a .  E s t o s  
p o r c e n t a j e s  son s i m i l a r e s  a l o s  p u b l i c a d o s  en l a  m a y o r í a  
de p a í s e s  de Europa  y N o r t e a m é r i c a .

La c a n t i d a d  de a l c o h o l  que consume l a  p o b la c ió n  e s -  
p a f ío la  tam bién  aumenta afío t r a s  af ío .  A s í ,  m i e n t r a s  en l a  
pasada  década se b e b í a  una m e d ia  de 1 4 , 5  l i t r o s  de e t a n o l  
a b s o l u t o  por  h a b i t a n t e  y af ío ,  l a s  ú l t i m a s  e s t a d í s t i c a s  
dan unos d a t o s  de 1 9 , 2  l i t r o s ,  l o  que c o l o c a  a Espafía en 
l a  t e r c e r a  p o s i c i ó n  de p a í s e s  c o n s u m id o re s  de a l c o h o l  
C1 0 3 ] .

El consumo de e t a n o l  p ro d u ce  l e s i o n e s  en c a s i  t o d o s  
l o s  s i s t e m a s  de l  o r g a n is m o ,  f a v o r e c i e n d o  l a  a p a r i c i ó n  de 
a l t e r a c i o n e s  c l í n i c a s  tan  d i v e r s a s  como c a r d i o m i o p a t í a ,  
g a s t r i t i s ,  p a n c r e a t i t i s ,  c i r r o s i s  h e p á t i c a ,  a l t e r a c i o n e s  
s a n g u ín e a s  y m e t a b ó l i c a s ,  n e u r o p a t í a s ,  d e m e n c ia ,  e t c .  
Además es  causa d i r e c t a  de numerosos a c c i d e n t e s ,  t a n t o  
l a b o r a l e s  como e x t r a l a b o r a l e s ,  l o  que en c o n j u n t o  l l e v a  a 
que l a  t e r c e r a  c au sa  más f r e c u e n t e  de m u e r t e  en Espafía  
sea  d e b id a  a l  consumo de a l c o h o l  Í 6 6 1 .

Si d ic h o  consumo por  e l  hombre c o n s t i t u y e  un g r a v e  
p ro b le m a  s o c i a l ,  aún l o  c o n s t i t u y e  más por  p a r t e  de l a  
m u j e r ,  ya  que ú l t i m a m e n t e  se ha d e s c r i t o  l a  a p a r i c i ó n  de 
g r a v e s  a l t e r a c i o n e s  en n i f ío s  c u y a s  m adres  h a b ía n  c o n s u 
mido a l c o h o l  d u r a n t e  l a  g e s t a c i ó n .  Es Espafía se c a l c u l a  
que hay unas 8 0 0 . 0 0 0  m u j e r e s  que consumen c r ó n i c a m e n t e  
a l c o h o l ,  de l a s  que 5 0 0 . 0 0 0  se e n c u e n t r a n  en edad f é r t i l  
C143,  l o  que puede c o n s t i t u i r  un g r a v e  p r o b le m a  de s a l u d  
p ú b l i c a ,  dada l a  t r a s c e n d e n c i a  s o c i a l  de e s t a  a f e c t a c i ó n
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y l a  e s c a s a  p o s i b i l i d a d  de r e c u p e r a c i ó n  de e s t o s  n i f í o s .

2 .  RELACION ENTRE EL CONSUMO MATERNO DE ALCOHOL DURANTE 
LA GESTACION Y LA GRAVEDAD DE LOS EFECTOS SOBRE SU 
DESCENDENCIA.

Desde hace mucho t ie m p o  se sospechaba que e l  a l c o h o l  
consumido d u r a n t e  l a  g e s t a c i ó n  t e n í a  c o n s e c u e n c ia s  g r a v e s  
en l a  des cende nc i  a ;  según e l  A n t i g u o  T e s t a m e n t o ,  un ánge l  
a n u n c ió  a l a  madre de Sansón " C o n c e b i r á s  y  d a r á s  a l u z  un 
h i j o ;  desde a h o ra  g u á r d a t e  de beb er  v i n o  o l i c o r "  
<J u e c e s ,  1 3 : 3 - 4 ) .

En l o s  ú l t i m o s  300 afios se han hecho muchas o b s e r 
v a c i o n e s  y  t r a b a j o s  que i g u a lm e n t e  apoyan l a  c r e e n c i a  que  
e l  a l c o h o l i s m o  m a t e r n o  d u r a n t e  e l  embarazo p o d í a  p r o d u c i r  
dafio en l a  d e s c e n d e n c i a ,  como son l o s  i n fo r m e s  p r e s e n t a 
dos p o r  e l  C o l e g i o  de M é d ic o s  a l  P a r la m e n t o  B r i t á n i c o  en 
1726 d u r a n t e  l a  " e p i d e m i a  de g i n e b r a "  [2723  y por  un c o 
m i t é  a l a  Casa de l o s  Comunes en 1834 [ 1 0 6 3 ,  o como l o s  
t r a b a j o s  p u b l i c a d o s  en I n g l a t e r r a  [ 6 4 , 2 4 7 3  y F r a n c i a  
C1203 hace c a s i  100 af fos.

Más r e c i e n t e m e n t e  se han p u b l i c a d o  t r a b a j o s  C124,  
2113 que d e s c r i b e n  una s e r i e  de a n o m a l ía s  comunes a p a r e 
c i d a s  en h i j o s  de m adres  a l c o h ó l i c a s ;  p e r o  no f u é  h a s t a  
1973  cuando Jones  y S m i th  [ 1 0 6 , 1 0 7 3  c a r a c t e r i z a r o n  e s t e  
p a t r ó n  de a l t e r a c i o n e s ,  denominando a e s t a  nueva  e n t i d a d  
c l í n i c a  "S índrome A l c o h ó l i c o  F e t a l ” , o tam bién  denom inada  
" E m b r i o f e t o p a t í a  A l c o h ó l i c a "  [ 1 4 6 3 .

Hoy se sabe que l a  e x p o s i c i ó n  p r e n a t a l  a l  a l c o h o l  
puede d a r  l u g a r  a una a m p l i a  gama de e f e c t o s  a d v e r s o s .  En 
l a  f i g u r a  1 (tornada de [ 2 4 5 3 )  se p r e s e n t a n  l o s  r e s u l t a d o s  
de unos e s t u d i o s  e s t a d í s t i c o s  en l o s  que se ha t r a t a d o  de 
r e l a c i o n a r  p a u t a s  y d o s i s  de consumo de a l c o h o l  p o r  l a  
m a d re ,  con l o s  e f e c t o s  so b re  l a  d e s c e n d e n c i a .  Como puede  
o b s e r v a r s e  en d i c h a  f i g u r a ,  l a  g r a v e d a d  de l o s  e f e c t o s  es  
g r a d u a l  y e s t á  d i r e c t a m e n t e  r e l a c i o n a d a  con e l  consumo  
m a t e r n o  de a l c o h o l ,  obs ervándo se  l a s  a l t e r a c i o n e s  más 
m a rcad as  en h i j o s  de m u j e r e s  a l c o h ó l i c a s  c r ó n i c a s  o que  
han consumido e l e v a d a s  c a n t i d a d e s  de a l c o h o l  d u r a n t e  l a  
g e s t a c i ó n .  El e f e c t o  más g r a v e ,  además de l a  m u e r t e  
p e r i n a t a l ,  es  l a  a p a r i c i ó n  de l  Síndrome A l c o h ó l i c o  F e t a l  
( S . A . F ) .



[f Mortalidad perinatal

| f  Síndrome alcohólico fetal

f j  CI de los niños

Desarrollo mental y psicomotor del niño

| f  Malformaciones mayores o menores

| Puntuaciones del Test de APGAR y del estado 
neonatal

Alteraciones en el comportamiento neonatal

| f  Mortinatos

|J Peso, longitud y perímetro craneal al nacimiento

j f  Abortos espontáneos en el 2° trimestre

Abstemias Bebida social Abuso del alcohol Alcoholismo

F i g u r a  1 .  E s p e c t r o  de l o s  e f e c t o s  de l  a l c o h o l  s o b r e  
el  f e t o  en r e l a c i ó n  con e l  consumo de a l c o h o l  ma
t e r n o  ( t o m a d o  de C 2 4 5 3 ) .
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3 .  SINDROME ALCOHOLICO FETAL.

3 . 1 .  CARACTERISTICAS PRINCIPALES.

E s te  s índrom e e n g lo b a  una s e r i e  de a l t e r a c i o n e s  en 
d i v e r s a s  p a r t e s  de l  o r g a n is m o ,  que se pueden c l a s i f i c a r  
en 4 g ru p o s  p r i n c i p a l e s :

a )  D i s f u n c i ó n  de l  s i s t e m a  n e r v i o s o  c e n t r a l .

b )  D e f i c i e n c i a  en e l  c r e c i m i e n t o .

c )  Cuadro  c a r a c t e r í s t i c o  de a l t e r a c i o n e s  f a c i a l e s .

d )  M a l f o r m a c i o n e s  m ayores  y m enores  en d i s t i n t o s  ó r g a 
n o s ,  que se a s o c ia n  en mayor o menor g ra d o  a l a s  a n -  
t e r  i o r e s .

Todas  e s t a s  a l t e r a c i o n e s  que pueden p r e s e n t a r  l o s  
n i f lo s  con S . A . F . ,  a s í  como su f r e c u e n c i a  de a p a r i c i ó n ,  se 
m u e s t r a n  en l a s  T a b l a s  1 y 2 ( to m a d a s  de C373>.

No s ie m p re  a p a r e c e  e l  c u a d r o  t í p i c o  c o m p le to  de
S . A . F . ,  s i n o  que f r e c u e n t e m e n t e  se o b s e rv a n  fo rm a s  incom
p l e t a s  o p a r c i a l e s ,  que se denominan F . A . E .  ( " F e t a l  A l c o 
hol  E f f e c t s " ) ,  es  d e c i r ,  e f e c t o s  de l  a l c o h o l  sob re  e l  
f e t o .



TABLA 1.  C a r a c t e r í s t i c a s  p r i n c i p a l e s  del  s índrom e  a l c o h ó l i c o  f e t a l .

C a r a c t e r í s t i c a  M a n i f e s t a c i ó n

D i s f u n c i ó n  de l  s i s t e m a  n e r v i o s o  c e n t r a l :
I n t e l e c t u a l  R e t r a s o  m enta l  l e v e  a moderado ( * )

N e u r o l ó g i c o  M i c r o c e f a l i a  <*>
Escasa  c o o r d i n a c i ó n ;  h i p o t o n í a  <+)

C o m p o r ta m ie n to  I r r i t a b i l i d a d  en l a  i n f a n c i a  ( * )
Hi p e ra c  t  i v i dad en l a  n i f í e z  <*t>

D e f i c i e n c i a  en e l  c r e c i m i e n t o :
P r e n a t a l  <2 D . S .  de l o n g i t u d  y peso < * )

P o s t n a t a l  <2 D . S .  de l o n g i t u d  y  peso ( * )
T e j i d o  a d ip o s o  d e s p r o p o r c  i o n a lm e n te  d i s m i n u i d o  <+)

C a r a c t e r í s t i  cas  f a c i a l e s :  
Oj os

N a r  i z

Max i 1 a r  

Boca

F i s u r a s  p a l p e b r a l e s  pequef las  <*>

C o r t a ;  a n t e v e r t i  da <+)
P h i l t r u m  h i p o p l á s i c o  <*>

H i p o p l á s i c o  <+)

B e r m e l ló n  l a b i a l  s u p e r i o r  d e l g a d o  ( * )
R e t r o g n a t i a  en l a  i n f a n c i a  <*>
M i c r o g n a t i a  o p r o g n a t i a  r e l a t i v a  en a d o l e s c e n t e s  <+)

A p a re c e  en >80% < * )  y en e l  50-80%  <*f) de l o s  p a c i e n t e s .



TABLA 2 .  C a r a c t e r í s t i c a s  a s o c ia d a s  a l  s índrom e a l c o h ó l i c o  - f e t a l .

A r e a F r e c u e n t e  <*> O c a s io n a l  <+>

O jo s P t o s i s ;  e s t r a b i s m o ;  
p l i e g u e s  e p i c á n t i c o s

M i o p í a ;  m i c r o f t a l m í a  c l í n i c a ;  
bl e f a r o f  imosi s

O r e j a s R o t a c ió n  p o s t e r i o r P a b e l l o n e s  a u r i c u l a r e s  poco  
d e s a r r o l 1ados

Boca P l i e g u e s  p a l a t i n o s  l a t e r a l e s  
promi n e n t e s

L a b i o  l e p o r i n o ,  p a l a d a r  h e n d id o ;  
d i e n t e s  h i p o p l á s i c o s  con e s m a l t e  
d e f e c t u o s o

C a r d í a c a M u r m u l l o s ,  e s p e c i a l m e n t e  en l a  
p r i m e r a  i n f a n c i a ,  en g e n e r a l  
por  d e f e c t o  de l  s e p t o  a t r i a l

D e f e c t o  d e l  s e p t o  v e n t r i c u l a r ;  
a n o m a l í a s  en l o s  g r a n d e s  v a s o s ;  
t e t r a l o g í a  de F a l l o t

Gen i t o -  
u r  i n a r  i a

H i p o p l a s i a  l a b i a l  en ñ i f l a s H i p o s p a d i a s ;  r  i l íones  poco r o t a d o s ;  
h i d r o n e f r o s i  s

C u tá n e a Hemangi ornas H i r s u t i s m o  en l a  i n f a n c i a

E s q u e l é t  i ca P l i e g u e s  p a l m a r e s  a b e r r a n t e s ;  
p e c t u s  excava tum

M o v i m i e n t o s  a r t i c u l a r e s  l i m i t a d o s ,  
p r i n c i p a l m e n t e  en dedos y  codos;  
h i p o p l a s i a  u n g u e a l ,  e s p e c i a l m e n t e  
del  52 dedo;  p o l i d a c t i  1 i a ;  s i n ó s -  
t o s i s  r a d i o - c u b i t a l ;  p e c t u s  c a r i -  
natum ; x i f o i d e s  b í f i d a ;  s índrom e  
de K 1 i p p e l - F e  i 1;  e s c o l i o s i s

M u s c u la r H e r n i a  d i a f r a g m á t i c a ,  u m b i l i c a l  o 
i n g u i n a l ;  d i á s t a s i s  de l o s  r e c t o s

A p a r e c e  en e l  2 5 - 5 0 X  < * )  y en <2SX <+> de l o s  p a c i e n t e s .
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3 . 2 .  FRECUENCIA DE APARICION.

La - f r e c u e n c i a  de l  S . A . F .  depende de muchos f a c t o r e s ,  
e n t r e  l o s  que cabe d e s t a c a r :  e l  r e c o n o c i m i e n t o  de e s t e  
nuevo s índrom e por  l o s  c l í n i c o s ,  l a  r e a l i z a c i ó n  de 
h i s t o r i a s  c l í n i c a s  d e t a l l a d a s  de l a s  m adres  ( e s p e c i a l 
mente en l o  que r e s p e c t a  a l  consumo de a l c o h o l ) ,  a s í  como 
d i f e r e n c i a s  en e l  consumo de b e b id a s  a l c o h ó l i c a s  en cad a  
p a í s ,  y d e n t r o  de é s t o s ,  v a r i a c i ó n  según l a s  r e g i o n e s ,  
r a z a s ,  e t c .

Todos e s t o s  f a c t o r e s  hacen que l a  f r e c u e n c i a  de l  
S . A . F .  v a r i é  enormemente de unas e s t a d í s t i c a s  a o t r a s ,  
s i e n d o  l o s  v a l o r e s  más a l t o s  de 1 / 1 0 0  r e c i é n  n a c id o s  v i 
vos  C l ]  y  l o s  más b a j o s  de 1 / 2 . 5 0 0  [ 2 3 7 1 .  Aunque en Espa
rta no e x i s t e  n in g ú n  e s t u d i o  e p i d e m i o l ó g i c o  c o m p l e t o ,  se  
han dado c i f r a s  de 1 / 5 0 0  r e c i é n  n a c id o s  v i v o s  C333.

R e c ie n te m e n t e  se ha r e a l i z a d o  un e s t u d i o  en e l  que 
se r e c o g e  l a  m a y o r í a  de l a s  e s t a d í s t i c a s  p u b l i c a d a s .  En 
é l  se e s t i m a  que l a  i n c i d e n c i a  m e d ia  de l  S . A . F .  en p a í s e s  
o c c i d e n t a l e s  es de 1 , 9 / 1 . 0 0 0  n a c i m i e n t o s  C93, l l e g á n d o s e  
a l a  c o n c l u s i ó n  de que e s t e  s índrom e es  l a  p r i n c i p a l  
cau sa  c o n o c id a  de r e t r a s o  m enta l  en e l  mundo o c c i d e n t a l ,  
a v e n t a j a n d o  i n c l u s o  a l a s  que e r a n  c o n s i d e r a d a s  más f r e 
c u e n t e s ,  como son e l  s índrom e de Down y l o s  d e f e c t o s  de 
c i e r r e  de l  tubo  n e u r a l , cuyas  f r e c u e n c i a s  son de 1 , 2 5  y  
1 / 1 . 0 0 0 ,  r e s p e c t i v a m e n t e  C 8 ] .

3 . 3 .  FACTORES DE RIESGO.

En base a l o s  numerosos t r a b a j o s  a p a r e c i d o s  en l o s
ú l t i m o s  artos, a c t u a l m e n t e  es un hecho e s t a b l e c i d o  que e l
a l c o h o l  es  un t e r a t ó g e n o  y que su consumo d u r a n t e  e l
em barazo  es  e l  r e s p o n s a b l e  de l  d e s a r r o l l o  del  S . A . F .  y
F . A . E .

S in  embargo,  a l  i g u a l  que o t r o s  t e r a t ó g e n o s ,  e l  e t a 
nol  no e j e r c e  un e f e c t o  u n i f o r m e  y c o n s t a n t e  en l o s  d e s 
c e n d i e n t e s  de m u j e r e s  que han consumido a l c o h o l  d u r a n t e  
l a  g e s t a c i ó n .  E s to  se debe a que e x i s t e n  una s e r i e  de 
f a c t o r e s  que p r e d is p o n e n  o f a v o r e c e n  l a  a p a r i c i ó n  de l a s  
d i s t i n t a s  a l t e r a c i o n e s  y en d i f e r e n t e s  g rad o s  de i n t e n s i 
d a d .  Los p r i n c i p a l e s  f a c t o r e s ,  c o n s id e r a d o s  de a l t o  r i e s 
g o ,  se enumeran a c o n t i n u a c i ó n .

3 . 3 . 1 .  DOSIS DE ALCOHOL.

En base a l o s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s ,  p a re c e  s e r  que l a  
d o s i s  de a l c o h o l  es  uno de l o s  f a c t o r e s  de más a l t o  r i e s 
go .  Aunque no ha s i d o  f i j a d a  l a  c a n t i d a d  m ín im a d i a r i a  de



e t a n o l  que produ ce  e f e c t o s  a d v e r s o s  en l a  d e s c e n d e n c i a ,  
s í  se puede h a b l a r  ¡de una r e l a c i ó n  d o s i s - e f e c t o ,  como 
puede o b s e r v a r s e  en e l  s i g u i e n t e  esquema ( tom ad o  de 
[ 9 3 ] > ,  en e l  que se e x p r e s a  e l  r i e s g o  de a p a r i c i ó n  de 
E . F . A . / S . A . F .  según e l  consumo de e t a n o l  a b s o l u t o  (en  
g / d i  a ) :

g / d í a s  0 ________24   48   70  9 5   118

r i e s g o :  b a j o  10X 2QX 3 0 - 5 0 X  75X

A d o s i s  b a j a s  de e t a n o l  (< 2 0  g / d í a )  no se e n c u e n t r a n  
e f e c t o s  o ,  en g e n e r a l ,  son muy l i g e r o s  [ 4 3 , 9 1 , 2 5 1 ] ,  
m i e n t r a s  que d o s i s  a l t a s  0 5 0  g / d í a )  ya  se c o n s i d e r a  un 
r i e s g o  i m p o r t a n t e ,  con a p a r i c i ó n  de numerosas a f e c c i o n e s  
£ 3 7 , 4 3 , 1 2 1 , 2 5 1 ] .

3 . 3 . 2 .  PERIODOS CRIT ICOS DE EXPOSICION.

Uno de l o s  p e r í o d o s  más v u l n e r a b l e s  a l a  a c c ió n  
t e r a t o g é n i c a  d e l  a l c o h o l  p a r e c e  s e r  e l  p r i m e r  t r i m e s t r e  
de em b ara zo ,  en p a r t i c u l a r  e n t r e  l a s  semanas 4 *  y  10 3 ,  
que c o r r e s p o n d e  a l  p e r í o d o  de e m b r i o g é n e s is  [ 5 5 , 2 1 7 ] .  
D u r a n te  e s t e  p e r í o d o  e l  a l c o h o l ,  como o t r o s  t e r a t ó g e n o s ,  
puede a c t u a r  p r o d u c ie n d o  g r a v e s  m a l f o r m a c io n e s  f u n c i o n a 
l e s  o m o r f o l ó g i c a s  en to d o s  l o s  s i s t e m a s  de l  o r g a n is m o ,  
que pueden d a r  l u g a r  a a b o r t o s  e s p o n t á n e o s .

S in  embargo,  p a r a  e l  s i s t e m a  n e r v i o s o  c e n t r a l  se 
pueden d i s t i n g u i r  t r e s  p e r í o d o s  c r í t i c o s  [ 4 7 , 2 1 7 ] .  En 
humanos, e l  p r i m e r  p e r í o d o ,  en e l  que se fo r m a  e l  tubo  
n e u r a l , c o i n c i d e  con e l  c i t a d o  a n t e r i o r m e n t e  ( e m b r i o g é 
n es i  s > .  En e l  segundo se p rodu ce  l a  d i f e r e n c i a c i ó n  y m i 
g r a c i ó n  c e l u l a r ,  y  se c o r r e s p o n d e  con e l  22 t r i m e s t r e  de l  
em b a ra z o .  En e l  ú l t i m o  p e r í o d o  c r í t i c o  se p rodu ce  un c r e 
c i m i e n t o  muy r á p i d o  de l  c e r e b r o  ( " b r a i n  g ro w th  s p u r t " )  
con g ra n  d e s a r r o l l o  de c é l u l a s  g l i a l e s ,  mi e l  i n i z a c i ó n  y 
c o n e x io n e s  n e u r a l e s ,  comenzando a m i t a d  de l  22 t r i m e s t r e  
y c o n c lu y e n d o  a l  f i n a l  de l  22 afío de v i d a .

3 . 3 . 3 .  SUSCEPTIBILIDAD GENETICA.

E x i s t e n  d i f e r e n c i a s  i n d i v i d u a l e s  y r a c i a l e s  en l a  
v e l o c i d a d  de e l i m i n a c i ó n  de l  e t a n o l  y sus m e t a b o l i t o s ,  de 
m anera  que c u a n to  mayor sea  l a  c a p a c i d a d  m a t e r n a  de e l i 
m i n a r l o s ,  menor s e r á  e l  t ie m p o  de e x p o s i c i ó n  f e t a l  y por  
t a n t o  menor r i e s g o  de a p a r i c i ó n  de m a l f o r m a c i o n e s .  E s ta  
v a r i a c i ó n  en l a  v e l o c i d a d  de e l i m i n a c i ó n  depende f u n d a 
m e n ta lm e n te  de l o s  n i v e l e s  de l a s  e n z im a s  que m e t a b o l i z a n
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e l  e t a n o l ,  a s í  como de l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  de é s t a s  que 
posea cada i n d i v i d u o ,  como se v e r á  más a d e l a n t e  ( a p a r t a d o
4 . 1 . ) .

Además de l a  s u s c e p t i b i l i d a d  g e n é t i c a  m a t e r n a  hay  
que c o n s i d e r a r  l a  f e t a l  ( 2 4 5 3 ,  ya  que v a r i o s  e s t u d i o s  han  
comprobado que gem e lo s  t a n t o  un i v i t e l i  nos como b i v i  t e -  
l i n o s  pueden p r e s e n t a r  d i f e r e n t e  a f e c t a c i ó n  t r a s  l a  
e x p o s i c i ó n  p r e n a t a l  a l  a l c o h o l  ( 3 4 , 3 5 , 5 8 , 2 2 7 3 .

3 . 3 . 4 .  NUTRICION.

El a l c o h o l  p r o v o c a  una m a l n u t r i c i ó n  p r i m a r i a  ya  q u e ,  
aunque su c o m p l e t a  o x i d a c i ó n  g e n e r a  7 , 1  c a l / g  ( 2 7 3 3 ,  
é s t a s  son " c a l o r í a s  v a c í a s ” p u e s t o  que c a r e c e  de m i n e r a 
l e s ,  p r o t e í n a s  y  v i t a m i n a s .  También p r o v o c a  m a l n u t r i c i ó n  
s e c u n d a r i a  por  i n t e r f e r e n c i a  con l o s  p r o c e s o s  de 
a b s o r c i ó n ,  m e t a b o l i z a c i ó n  y e l i m i n a c i ó n  de o t r o s  n u t r i e n 
t e s  ( 9 9 , 1 6 0 3 .

S in  em bargo ,  l a  d e s n u t r i c i ó n  " p e r  s e ” , n i  s i q u i e r a  
en l a s  c o n d i c i o n e s  de s e v e r a  i n a n i c i ó n  ( 2 3 5 3 ,  da l u g a r  a 
l a  a p a r i c i ó n  de l a s  m a l f o r m a c i o n e s  que a p a re c e n  en e l  
S . A . F .  Por o t r a  p a r t e ,  se ha v i s t o  que e l  a l c o h o l  p rodu ce  
t a n t o  una a l t e r a c i ó n  en e l  t r a n s p o r t e  de n u t r i e n t e s  a 
t r a v é s  de l a  b a r r e r a  p l a c e n t a r i a  ( 6 2 , 2 3 6 3 ,  como una  
i n h i b i c i ó n  d i r e c t a  s o b re  e l  c r e c i m i e n t o  e m b r i o n a r i o  " i n  
v i  t r o "  ( 3 2 3 .

Por todo  e l l o  se puede c o n c l u i r  que l a  m a l n u t r i c i ó n  
m a t e r n a  ( t a n t o  p r i m a r i a  como s e c u n d a r i a ) ,  es  un f a c t o r  de 
r i e s g o  que puede p o t e n c i a r  e l  e f e c t o  de l  e t a n o l  so b re  e l  
r e t r a s o  en e l  c r e c i m i e n t o  de l o s  t e j i d o s  f e t a l e s  ( 5 , 6 2 3 .

3 . 3 . 5 .  CONSUMO DE OTRAS DROGAS.

El abuso en e l  consumo de t a b a c o ,  c a f é  y o t r a s
d ro g a s  ( h e r o í n a ,  m e ta d o n a ,  LSD, d o l a n t i n a ,  b a r b i t ú r i  e o s ,  
e t c . ) ,  f r e c u e n t e m e n t e  va  u n i d o  a l a  i n g e s t a  de a l c o h o l .  
Su uso d u r a n t e  e l  em barazo  se ha a s o c ia d o  con e f e c t o s  
a d v e r s o s  en l a  d e s c e n d e n c i a ,  t a l e s  como r e t r a s o  de c r e c i 
m i e n t o ,  aumento de a b o r t o s  e s p o n tá n e o s  y de l a  m o r t a l i d a d  
p e r i n a t a l ,  a l t e r a c i o n e s  en e l  c o m p o r ta m ie n to  y a p a r i c i ó n  
de a l g u n a s  m a l f o r m a c i o n e s  ( 2 0 , 2 5 , 6 3 3 .

S in  embargo,  e l  p a t r ó n  de m a l f o r m a c io n e s  es  d i f e r e n 
t e  a l  que a p a re c e  en l o s  n i f fo s  con S . A . F . ,  por  l o  que se
ha s u g e r i d o  que l a  a s o c i a c i ó n  de e s t a s  d ro g a s  con e l  
a l c o h o l ,  p o t e n c i a r í a  l a  a c c ió n  t e r a t o g é n i c a  de é s t e
( 1 4 9 , 2 3 7 3 .
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i 3 . 3 . ó.ESTAD 10 DE LA ENFERMEDAD ALCOHOLICA MATERNA.

La e n fe r m e d a d  a l c o h ó l i c a  m a t e r n a  no se h a b í a  c o n s i 
d e ra d o  como f a c t o r  de r i e s g o  h a s t a  hace 4 ó 5 aho s;  s i n  
embargo,  a c t u a l m e n t e  se p i e n s a  que puede s e r  o t r o  de l o s  
f a c t o r e s  de más a l t o  r i e s g o ,  i n c l u s o  mayor que l a  d o s i s  
de a lc o h o l  i n g e r i d a ,  p a r a  l a  a p a r i c i ó n  del  S . A . F .  [ 1 4 6 3 .  
De hecho ,  aunque se ha o b s e rv a d o  que l a  i n c i d e n c i a  de 
n i f fos  con S . A . F .  es  mayor  en h i j o s  de madres a l c o h ó l i c a s  
c r ó n i c a s  ( 2 5 / 1 . 0 0 0  n a c i m i e n t o s )  que en l a  p o b l a c i ó n  gen e 
r a l  C 2 3 7 I ,  a c t u a l m e n t e  hay  e v i d e n c i a s  que apoyan l a  e x i s 
t e n c i a  de una c o r r e l a c i ó n  d i r e c t a  e n t r e  l a  g r a v e d a d  de 
l a s  m a n i f e s t a c i o n e s  en l o s  n i f fos  con S . A . F .  y l a  f a s e  del  
a l c o h o l i s m o  m a t e r n o  [ 1 4 6 , 2 3 1 3 .

Por o t r a  p a r t e ,  a lg u n o s  a u t o r e s  han o b s e rv a d o  que 
cuando una m u j e r  a l c o h ó l i c a  c r ó n i c a  se a b s t i e n e  de b e b e r  
a l c o h o l  d u r a n t e  l a  g e s t a c i ó n ,  t i e n e  un h i j o  q u e ,  aunque  
no p r e s e n t a  s ín t o m a s  d e l  S . A . F . ,  puede t e n e r  una d i s m i n u 
c i ó n  de peso a l  n a c e r  [ 1 2 1 , 1 4 0 , 2 4 7 ] ,  por  l o  que debe  
h a b e r  a lg ú n  cam bio  f i s i o l ó g i c o  en l o s  g ra n d e s  consum i
d o r e s  de a l c o h o l  que no r e v i e r t e  in m e d ia ta m e n te  t r a s  l a  
s u s p en s ió n  de l a  i n g e s t a  a l c o h ó l i c a  [ 2 4 5 3 .

Por t a n t o ,  p a r e c e  s e r  que l a  g r a v e d a d  de l a  
en fe rm e d a d  a l c o h ó l i c a  m a t e r n a  i n f l u y e  t a n t o  s o b re  l a  
f r e c u e n c i a  de a p a r i c i ó n  de l  c u a d r o  c o m p le to  de l  S . A . F .  
como en l a  g r a v e d a d  de l a s  m a n i f e s t a c i o n e s  [ 1 4 6 3 .

3 . 3 . 7 .  FACTORES SOCIOECONOMICOS.

Aunque se han e n c o n t r a d o  n i f fo s  con S . A . F .  en t o d a s  
l a s  c l a s e s  s o c i a l e s ,  a lg u n o s  a u t o r e s  han a s o c ia d o  una  
mayor f r e c u e n c i a  e n t r e  l a s  c l a s e s  s o c i a l e s  más b a j a s ,  con 
a lg ú n  f a c t o r  de r i e s g o  a s o c ia d o  a l  e s t a d o  s o c io e c o n ó m ic o  
[ 4 5 , 2 4 4 3 .  E s to  se debe a que e s t e  f a c t o r  e n g lo b a  a o t r o s  
muchos como son l a  r a z a ,  e d a d ,  número de h i j o s ,  r e c u r s o s  
e co n ó m ic o s ,  c u i d a d o  o b s t é t r i c o ,  e t c . ,  a s í  como l a  n u t r i 
c i ó n ,  consumo de o t r o s  t ó x i c o s  o s a l u d  m a te r n a  ya  m e n c io 
n a d o s ,  l o s  c u a l e s  se a s o c i a n  con mayor f r e c u e n c i a  en l a s  
c l a s e s  s o c i a l e s  más b a j a s ,  p o t e n c ia n d o  en mayor o menor  
g r a d o  l a  a c c ió n  t e r a t o g é n i c a  de l  e t a n o l  [ 4 , 5 3 .
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4 .  METABOLISMO DEL ETANOL. AGENTE CAUSAL DEL S . A . F . s  
¿ALCOHOL O ACETALDEHIDO?.

4 . 1 .  METABOLISMO DEL ETANOL.

El e t a n o l  se absorbe  por  d i f u s i ó n  a l o  l a r g o  de todo  
e l  t r a c t o  g a s t r o i n t e s t i n a l ,  a l c a n z a n d o  l o s  n i v e l e s  m á x i 
mos en san gre  e n t r e  l o s  20 y 120 min  12661  con unos v a l o 
r e s  de 2 0 - 3 0  mM t r a s  una i n g e s t a  m oderada  de a l c o h o l , y a 
más de ¿0 mM t r a s  g r a n d e s  d o s i s  C923 .  Una vez  a b s o r b i d o ,  
se d i s t r i b u y e  por  to d o s  l o s  t e j i d o s ,  p r o p o r c i o n a l m e n t e  a 
su c o n t e n i d o  en agua C533.

El e s t u d i o  del  m e ta b o l is m o  d e l  a l c o h o l  es  de g ran  
i m p o r t a n c i a  p u e s to  que l a  d u r a c i ó n  y e x t e n s i ó n  de sus  
e f e c t o s  t ó x i c o s  van a d ep ender  de su m e t a b o l i s m o .  En 
c o n d i c i o n e s  n o r m a le s  se m e t a b o l i z a  a una v e l o c i d a d  de 
2 , 6 - 3 , 2  m m o le s /K g /h ,  s i e n d o  e l  h í g a d o  e l  p r i n c i p a l  ó rg an o  
r e s p o n s a b l e  de e l l o  <2 m m o le s /m in > .  O t r o s  ó rg a n o s  p a r t i 
c i p a n  en menor m ed ida  a su m e t a b o l i z a c i ó n  , y e l  1 0 - 1 5X de 
l o  a b s o r b id o  es e l i m i n a d o  s i n  s e r  m e t a b o l i z a d o  por  l a  
r e s p i r a c i ó n ,  sudor  y o r i n a  [ 1 2 7 3 .

En e l  h í g a d o ,  e l  e t a n o l  es  o x i d a d o  a a c e t a l d e h i d o  y 
é s t e  a a c e t a t o ;  p a r t e  de l  a c e t a t o  se m e t a b o l i z a  en e l  
p r o p i o  h íg a d o  dando C0B y a g u a ,  o es  c o n v e r t i d o  en o t r o s  
m e t a b o l i  to s  i n t e r m e d i a r i o s  como c u e r p o s  c e t ó n i c o s  o á c i 
dos g r a s o s ;  e l  r e s t o  de l  a c e t a t o  se v i e r t e  a l  t o r r e n t e  
s a n g u ín e o  y se t r a n s f o r m a  i g u a l m e n t e  en CO» y agua en 
o t r o s  t e j i d o s .  En c o n d i c i o n e s  n o r m a l e s ,  t r a s  l a  i n g e s t a  
de a l c o h o l  se e l e v a n  l o s  n i v e l e s  s a n g u ín e o s  de a c e t a l d e -  
h í d o  a %2 HM E l 823 y  de a c e t a t o  a %2 mM C2483.

4 . 1 . 1 .  SISTEMAS ENZIMATICOS DE OXIDACION DEL ETANOL.

Los s i s t e m a s  e n z i m á t i c o s  c a p a c e s  de o x i d a r  e t a n o l  a 
a c e t a l d e h í d o  son t r e s :

4 . 1  .1 .1 . ALCOHOL DESHIDROGENASA <ADH>.

La ADH es una e n z im a  c i t o s ó l i c a  q u e ,  aunque no t i e n e  
g ra n  e s p e c i f i c i d a d  de s u s t r a t o ,  o x i d a  l a  mayor p a r t e  de 
e t a n o l ,  en i n d i v i d u o s  no a l c o h ó l i c o s  y cuando l a  co n cen 
t r a c i ó n  no excede de 20 mM C153.  C a t a l i z a  l a  s i g u i e n t e  
r e a c c  i ó n :

CHa-CHaOH 4 NAD- ^ = ± : CH9-CH0 + NADH + H- <a>
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E s ta  enz im a es  una p r o t e í n a  de peso m o l e c u l a r  de 80 
KD, c o n s t i t u i d a  por  dos cad enas  p o l i p e p t í d i  cas  i g u a l e s  o 
l i g e r a m e n t e  d i f e r e n t e s ,  que poseen 2 átomos de z i n c  cada  
una Í 1 8 0 3 .  Su pH ó p t im o  de a c t u a c i ó n  es de 10 ,  t e n i e n d o  
una Km p a r a  e l  e t a n o l  de 2 mM y de 27 1*M p a r a  e l  NAD
[ 1 3 7 1 .  Es e s p e c í f i c a m e n t e  i n h i b i d a  por  e l  p i r a z o l  y sus  
a n á lo g o s ,  y  u t i l i z a  como c o f a c t o r  e l  NAD<H) p r e f e r e n t e 
mente a l  NADP(H).

C i e r t a s  v a r i a c i o n e s  g e n é t i c a s ,  en d e t e r m in a d o s  i n d i 
v i d u o s  y g rupos  r a c i a l e s ,  d e t e r m in a n  l a  p r e s e n c i a  de i s o -  
en z im a s  que t i e n e n  unas  p r o p i e d a d e s  d i f e r e n t e s  a l a  ADH 
" t í p i c a " ,  como l a  a f i n i d a d  p a r a  l o s  s u s t r a t o s ,  pH ó p t im o  
de a c t u a c i ó n ,  e t c . ,  l o  que da l u g a r  a g r a n d e s  d i f e r e n c i a s  
en e l  m e ta b o l is m o  de l  e t a n o l  en e s t o s  i n d i v i d u o s  C2?,  
2073 .

4 . 1 . 1 . 2 .  SISTEMA MICROSOMAL DE OXIDACION DEL ETANOL 
<ME0S>.

E s te  s i s t e m a  se e n c u e n t r a  en e l  r e t í c u l o  e n d o p l á s -  
m ic o  l i s o  y  c a t a l i z a  l a  s i g u i e n t e  r e a c c i ó n  [ 1 2 8 , 1 3 1 3 :

CH,-CH,0H + NADPH ♦ 0* ♦ H'* —► CHa-CH0 + NADP* + 2Ha0 <b>

Además del  e t a n o l ,  e s t e  s i s t e m a  es  cap az  de m e t a b o -  
l i z a r  o t r a s  d ro g a s  a s í  como o t r o s  a l c o h o l e s .  P r e s e n t a  una  
Km de 10 mM p a r a  e l  e t a n o l  y  de 8 1*M p a r a  e l  0 a. Su pH 
ó p t im o  de a c t u a c i ó n  e s  de 7 , 4 ,  u t i l i z a  NADPH como c o f a c 
t o r  y no es  i n h i b i d o  p o r  e l  p i r a z o l  [ 1 3 1 3 .

Cuando l a  c o n c e n t r a c i ó n  de e t a n o l  es  b a j a ,  e l  MEOS 
c o n t r i b u y e  muy poco a su o x i d a c i ó n ,  p e r o  a l  i r  aumentando  
d i c h a  c o n c e n t r a c i ó n  l a  r e o x i d a c i ó n  de l  NADH es  un f a c t o r  
l i m i t a n t e  p a r a  l a  a c c ió n  de l a  ADH [ 2 ó ó 3 ,  por  l o  que e l  
e t a n o l  a l c a n z a  unos n i v e l e s  a l o s  que e s t e  s i s t e m a  de 
a l t a  Km es  o p e r a t i v o ,  p a r t i c i p a n d o  en e s a s  c o n d i c i o n e s  en 
un p o r c e n t a j e  muy e l e v a d o  (%40/O a l a  o x i d a c i ó n  d e l  e t a 
nol [ 1 3 1 , 2 5 0 3 .

4 . 1 . 1 . 3 .  SISTEMA CATALASA.

El t e r c e r  s i s t e m a  capaz  de c a t a l i z a r  l a  o x i d a c i ó n  de 
e t a n o l  a a c e t a l d e h í d o  es  e l  c a t a l a s a - p e r o x i d a t i v o  [ 1 1 2 3 .  
E s te  s i s t e m a ,  que e s t á  l o c a l i z a d o  en p e r o x is o m a s ,  en p r e 
s e n c i a  de un d on an te  de h i d r ó g e n o s  como e l  e t a n o l ,  c a t a 
l i z a  l a  s i g u i e n t e  r e a c c i ó n :



14

CHa-CHaOH + HaOa ► CHa-CHO + 2Ha0 <c>

Aunque su Km p a r a  e l  e t a n o l  es  b a j o  < 0 , 6  mM), su 
f u n c i ó n  e s t á  l i m i t a d a  a l a  r e d u c i d a  p r o d u c c ió n  de Ha0 a 
[ 3 0 1 ;  además,  no to d o  e l  Ha0 a fo rm a d o  se u t i l i z a  p a r a  l a  
o x i d a c i ó n  de e t a n o l .  Por t a n t o ,  l a  c o n t r i b u c i ó n  de e s t e  
s i s t e m a  a l  m e ta b o l is m o  de l  e t a n o l  r e p r e s e n t a  s ó l o  un 2-5%  
en c o n d i c i o n e s  n o r m a le s  [ 1 3 1 3 ,  p u d ie n d o  aum en tar  cuando  
l a  p r o d u c c ió n  de Ha0 a ( p o r  l a  NADPH o x i d a s a )  e s t á  aumen-  

' t a d a ,  como o c u r r e  a l  aum en tar  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de e t a n o l  
y en a l c o h ó l i c o s  c r ó n i c o s  C2543.

4 . 1 . 2 .  OXIDACION DEL ACETALDEHIDO.

Después de que e l  a l c o h o l  es  o x id a d o  a a c e t a l d e h í d o ,  
é s t e  es  o x id a d o  a a c e t a t o  por  m ed io  de l a  en z im a  a l d e h i d o  
d e s h id r o g e n a s a  ( A L D H ) , m e d i a n t e  l a  s i g u i e n t e  r e a c c i ó n  
i r r e v e r s i b l e :

CHa-CH0 4 NAD* 4 Ha0  ►CHa-COO” + NADH 4 2H* <d)

E s t a  e n z im a ,  que a c t ú a  con g ra n  v a r i e d a d  de s u s t r a 
t o s ,  se e n c u e n t r a  en muchos t e j i d o s ,  p e r o  es  en e l  h í 
g a d o ,  como o c u r r í a  con l a  ADH, donde e s  p r e d o m in a n te  
[ 1 2 7 3 ,  s i e n d o  r e s p o n s a b l e  de l a  m e t a b o l i z a c i ó n  de %95% 
d e l  a c e t a l d e h í d o  p r o d u c i d o .

El h íg a d o  humano posee dos e n z im a s  ALDH p r i n c i p a l e s  
[ 7 3 3 :  una l o c a l i z a d a  en e l  c i t o s o l ,  con un peso m o l e c u l a r  
de 2 4 5  KD, y  una Km de 100 PM p a r a  e l  a c e t a l d e h í d o  y de 8 
PM p a r a  e l  NAD; l a  o t r a  en z im a  se e n c u e n t r a  en l a s  m i t o -  
c o n d r i a s ,  t i e n e  un peso  m o l e c u l a r  de 2 2 5  KD, y  una Km 
p a r a  e l  a c e t a l d e h í d o  de 2 PM y  de 70 p a r a  e l  NAD.

D u r a n t e  l a  o x i d a c i ó n  de l  e t a n o l ,  l a  c o n c e n t r a c i ó n  
h e p á t i c a  de a c e t a l d e h í d o  es  de l  o rd en  m i c r o m o l a r ,  por  l o  
que s ó l o  l a  ALDH de b a j a  Km < l a  m i t o c o n d r i  a l ) p a r e c e  de 
sempeñar  un papel  i m p o r t a n t e  en l a  o x i d a c i ó n  de l  a c e t a l 
d e h í d o  * in  v i v o "  [ 1 2 7 3 .

La ALDH es una p r o t e í n a  que posee g ru p o s  t i  o l e s  en 
su c e n t r o  a c t i v o ,  s i e n d o  i n h i b i d a  por  e l  h i d r a t o  de d o 
r a l ,  c i a n a m i d a  y  d i s u l f i r á n .  E s te  ú l t i m o  se u t i l i z a  en 
p a c i e n t e s  a l c o h ó l i c o s  como " t e r a p i a  de a v e r s i ó n " ,  ya  que 
se une a g ru p o s  -SH de l a  e n z im a ,  p ro v o c a n d o  una p é r d i d a  
de su a c t i v i d a d  en %85-90% [ 1 2 7 3 .

E s t a  enz im a tam b ié n  p r e s e n t a  d i f e r e n c i a s  i n d i v i d u a 
l e s  y r a c i a l e s ,  l o  que da l u g a r  a v a r i a c i o n e s  en l a  m e t a -
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b o l i z a c i ó n  de l  a c e t a l d e h í d o .  Por e j e m p l o ,  se ha e n c o n t r a 
do que %50V. de l a  p o b l a c i ó n  o r i e n t a l  posee una m u ta c ió n  
en l a  ALDH de b a j a  Km que l a  hace p r á c t i c a m e n t e  i n a c t i v a ;  
en c o n s e c u e n c i a ,  en d i c h o s  i n d i v i d u o s  se a c u m u la r á  e l  
a c e t a l d e h í d o  en s a n g r e  t r a s  e l  consumo de e t a n o l  ( 3 4  MM 
f r e n t e  a 2 MM de s u j e t o s  n o r m a l e s ) ,  l o  que p r o v o c a  una  
i n t o l e r a n c i a  a l  a l c o h o l  [ 6 7 , 1 6 1 3 .

4 . 2 .  ALTERACIONES DEBIDAS AL CONSUMO CRONICO DE ALCOHOL.

El consumo c r ó n i c o  de a l c o h o l  da l u g a r  a cambios  
a d a p t a t i v o s  en e l  o r g a n is m o ,  con l a  f i n a l i d a d  de m a n te n e r  
una s i t u a c i ó n  l o  más p ró x im a  p o s i b l e  a l a  n o r m a l i d a d  en 
p r e s e n c i a  d e l  a l c o h o l .  E s to s  cam bios  c o n l l e v a n  a l a  t o l e 
r a n c i a  y d e p e n d e n c ia  a l  e t a n o l ,  que se a t r i b u y e n  a :

-  cam bios  a d a p t a t i v o s  de l  s i s t e m a  n e r v i o s o  c e n t r a l ,  por  
l o s  que e s t o s  s u j e t o s  son c a p a c e s  de i n g e r i r  d o s i s  
e l e v a d a s  de e t a n o l  s i n  e x p e r i m e n t a r  s ín t o m a s  t ó x i c o s  
( t o l e r a n c i a  c e l u l a r ) ,  p e r o  que a l a  vez  n e c e s i t a n  de 
c i e r t o s  n i v e l e s  de e t a n o l  p a r a  su normal f u n c i o n a 
m i e n t o  ( d e p e n d e n c i a  f í s i c a )  [8 0 3  ;

-  a d a p t a c i ó n  m e t a b ó l i c a  que l e s  p e r m i t e  m e t a b o l i z a r  más 
r á p i d a m e n t e  e l  e t a n o l  ( t o l e r a n c i  a m e t a b ó l i c a )  [ 1 3 9 3 .

La t o l e r a n c i a  m e t a b ó l i c a  da l u g a r  a que e l  h íg a d o  
m e t a b o l i c e  e l  a l c o h o l  más r á p i d a m e n t e  ( h a s t a  8 , 6  
m m o le s /K g /h )  [ 2 6 9 3 ,  p o r  l o  que l o s  a l c o h ó l i c o s  c r ó n i c o s  
p r e s e n t a n  unos n i v e l e s  en s a n g re  más e l e v a d o s  de l o s  
m e t a b o l i  t o s  p r o c e d e n t e s  de l  a l c o h o l ,  es  d e c i r ,  de 
a c e t a l d e h í d o  [1 3 9 3  y de a c e t a t o  [ 1 1 7 3 .  La t o l e r a n c i a  
m e t a b ó l i c a  p a r e c e  s e r  d e b i d a  p r i n c i p a l m e n t e  a una in d u c 
c i ó n  de l  s i s t e m a  m ic ro som a l  MEOS ( b )  o b s e r v a d a  t r a s  
i n g e s t a s  c r ó n i c a s  de a l c o h o l  [ 1 3 1 3 ,  p r o d u c ié n d o s e  
p a r a l e l a m e n t e  una p r o l i f e r a c i ó n  d e l  r e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  
1 i so de l o s  h e p a t o c i t o s  [ 1 0 1 3 .

O t r o  e f e c t o  í n t i m a m e n t e  u n i d o  a l  a n t e r i o r  e s  e l  
aumento de l  consumo m e t a b ó l i c o  de o x í g e n o ,  d e b id o  al  
i n c r e m e n t o  de l a  a c t i v i d a d  del  MEOS; l a s  o x i d a c i o n e s  por  
é l  c a t a l i z a d a s  p rodu cen  e n e r g í a  que se c o n v i e r t e  en c a l o r  
s i n  c o n s e r v a c i ó n  de e n e r g í a  q u í m i c a .  Si e s t e  c a l o r  excede  
l a s  n e c e s i d a d e s  t é r m i c a s  f i s i o l ó g i c a s ,  d a r á  l u g a r  a una  
p é r d i d a  de e n e r g í a ,  que a u m e n ta rá  más c u a n to  mayor s e a  l a  
a c t i v i d a d  de l  MEOS [ 1 3 4 3 .

Muchos de l o s  e f e c t o s  p a tó g e n o s  de l  e t a n o l  se deben  
a l a s  a l t e r a c i o n e s  m e t a b ó l i  c a s  p r o d u c i d a s  por  l a  c o n t i n u a  
a c t u a c i ó n  de l a s  e n z im a s  ADH y ALDH: l a  e x c e s i v a  p r o 
d u c c ió n  de NADH con l a  s u b s i g u i e n t e  d e p l e c i ó n  de NAD"". Al  
a l t e r a r s e  e l  c o c i e n t e  NADH/NAD^ v a r í a  e l  e s t a d o  re d o x
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c e l u l a r ,  p r o d u c ié n d o s e  un d e s p l a z a m i e n t o  en e l  e q u i l i b r i o  
de muchas r e a c c i o n e s  m e t a b ó l i c a s  que r e q u i e r e n  NADH < ver  
r e v i s i o n e s  [ 1 2 9 , 1 3 0 1 ) .

Por ú l t i m o ,  hay  que c o n s i d e r a r  l a  t o x i c i d a d  p r o p i a  
de l  a c e t a l d e h í d o ,  que es  un compuesto muy r e a c t i v o ,  capaz  
de p r o d u c i r  e f e c t o s  t ó x i c o s  por  s í  mismo. E s te  m e t a b o l i t o  
es  capaz  de u n i r s e  a g ru p o s  amino y s u l f i d r i l o s ,  t a n t o  de 
l a  h e m o g lo b in a  [2 4 0 3  como de c i e r t a s  e n z im a s  p r o d u c ie n d o  
una i n a c t i v a c i ó n  de é s t a s  [ 1 5 5 3 .  Al mismo t ie m p o  y por  e l  
mismo m ecanism o,  d is m in u y e  l o s  n i v e l e s  de g l u t a t i o n  
[ 7 8 , 2 6 3 3  y a l t e r a  c i e r t o s  o r g á n u lo s  c e l u l a r e s ,  i n c l u i d a s  
l a s  m i t o c o n d r i  a s ,  que son l a s  r e s p o n s a b l e s  de su m etabo 
l i s m o  [ 1 0 1 , 1 5 3 , 1 5 4 3 .  Todos l o s  e f e c t o s  t ó x i c o s  de l  a c e 
t a l d e h í d o  e s t a r á n  e x a c e r b a d o s  en l o s  a l c o h ó l i c o s  c r ó n i c o s  
ya  q u e ,  como se ha d i c h o  a n t e r i o r m e n t e , t i e n e n  n i v e l e s  
muy e l e v a d o s  de d i c h o  m e t a b o l i t o .

4 . 3 .  AGENTE ETIOLQGICO DEL S . A . F . :
¿ALCOHOL 0 ACETALDEHIDO?.

El e t a n o l  se d i f u n d e  r á p i d a m e n t e  a to d o s  l o s  t e j i d o s  
y c o m p a r t im e n to s  d e l  o r g a n is m o ,  i n c l u y e n d o  f e t o ,  p l a c e n t a  
y l í q u i d o  a m n i ó t i c o .  Los n i v e l e s  de a l c o h o l  en e l  f e t o  
son i g u a l e s  o i n c l u s o  s u p e r i o r e s  a l o s  m a te r n o s  [ 7 , 9 2 ,  
1 6 9 3 ,  ya  que ni  e l  h í g a d o  f e t a l  n i  l a  p l a c e n t a  poseen  
p r á c t i c a m e n t e  a c t i v i d a d  de l a s  e n z im a s  cap a c e s  de m e t a -  
bol  i z a r  e l  e t a n o l  [ 1 8 1 , 2 3 4 3 ,  a c t u a n d o  e l  l í q u i d o  am nió
t i c o  como r e s e r v o r i o .

La m a y o r í a  de l o s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  so b re  e l
S . A . F .  i m p l i c a n  a l  e t a n o l  como e l  f a c t o r  e t i o l ó g i c o  
p r i n c i p a l .  S in  em bargo ,  e l  a c e t a l d e h í d o  tam bién  p o d r í a  
e s t a r  i m p l i c a d o .  De hecho se sabe que e l  a c e t a l d e h í d o  es  
mucho más t ó x i c o  que e l  e t a n o l ,  s i e n d o  a c o n c e n t r a c i o n e s  
b a j a s  c i t o t ó x i c o ,  m u t a g é n ic o  y  t e r a t o g é n i c o  [ 1 7 2 , 2 6 1 ,  
2 6 2 3 .  Además se ha p o d id o  d e m o s t r a r  que e l  a c e t a l d e h í d o  
tam b ién  es  capaz  de a t r a v e s a r  l a  b a r r e r a  p l a c e n t a r i a  
[ 3 1 , 8 3 , 2 1 9 3 ,  p u d ie n d o  por  t a n t o  e j e r c e r  e f e c t o s  t ó x i c o s  
d i r e c t a m e n t e  so b re  e l  f e t o  en c r e c i m i e n t o .  Por o t r a  
p a r t e ,  l a  a d m i n i s t r a c i ó n  de a c e t a l d e h í d o  a a n i m a l e s  ges 
t a n t e s  p rodu ce  unos e f e c t o s  f e t a l e s  s i m i l a r e s  a l o s  p r o 
d u c id o s  por  e l  a l c o h o l  [ 1 7 5 3 .

Por  to d o  l o  a n t e r i o r m e n t e  e x p u e s t o ,  podemos l l e g a r  a 
l a  c o n c l u s i ó n  de q u e ,  aunque e l  e t a n o l  pueda s e r  e l  p r i n 
c i p a l  a g e n te  r e s p o n s a b l e  de l a  a p a r i c i ó n  de l  S . A . F . , e l  
a c e t a l d e h í d o  debe s e r  c o n s i d e r a d o  como f a c t o r  de r i e s g o  
i m p o r t a n t e  en l o s  e f e c t o s  f e t o t ó x i c o s  de e s t e  s ín d r o m e .  
Además,  como se ha r e i t e r a d o ,  e l  r i e s g o  s e r á  mayor en 
d e t e r m i n a d a s  s i t u a c i o n e s ,  t a l e s  como a l c o h o l i s m o  c r ó n i c o  
o en p e r s o n a s  que t i e n e n  a l g u n a  a l t e r a c i ó n  o m u ta c ió n  en
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l a s  e n z im a s  que m e t a b o l i z a n  e l  a l c o h o l ,  en l a s  que l o s  
n i v e l e s  de a c e t a l d e h í d o  se e n c u e n t r a n  muy e l e v a d o s .  i

5 .  ALTERACIONES HEPATICAS DEBIDAS A LA EXPOSICION  
PRENATAL AL ALCOHOL.

El h íg a d o  es  uno de l o s  ó rg a n o s  más a f e c t a d o s  p o r  e l  
consumo c r ó n i c o  de a l c o h o l ,  p r o d u c ié n d o s e  en é l  g r a v e s  
a l t e r a c i o n e s  f i s i o l ó g i c a s ,  b i o q u í m i c a s  y u l t r a e s t r u c t u 
n a l e s  ( v e r  r e v i s i o n e s  1 1 2 9 , 1 3 0 , 1 7 4 3 ) .  S in  em bargo ,  no hay  
muchos t r a b a j o s  que hayan e s t u d i a d o  l o s  p o s i b l e s  dafíos  
h e p á t i c o s  p r o d u c id o s  por  l a  e x p o s i c i ó n  p r e n a t a l  a l  a l c o 
h o l .  El  h íg a d o  f e t a l  d i f i e r e  de l  a d u l t o  en muchos a s p e c 
t o s  t a l e s  como e l  e s t a d o  de d i f e r e n c i a c i ó n ,  c a p a c i d a d  
m e t a b ó l i c a ,  u t i l i z a c i ó n  y a p o r t e  de s u s t a n c i a s ,  r e s p u e s t a  
a d r o g a s ,  e t c . ;  d e b id o  a e s t a s  d i f e r e n c i a s  cabe sup oner  
que e l  a l c o h o l  no p r o d u z c a  e x a c t a m e n t e  l o s  mismos e f e c t o s  
en e l  h íg a d o  en d e s a r r o l l o  que en e l  a d u l t o .

Se han d e s c r i t o  pocos cas os  de n i f io s  con S . A . F .  que  
hayan p r e s e n t a d o  a l t e r a c i o n e s  f i s i o l ó g i c a s  o h i s t o p a t o l ó -  
g i c a s  h e p á t i c a s  de i m p o r t a n c i a  [ 5 0 , 8 9 , 1 2 2 , 1 6 2 , 1 6 8 3 .  
Aunque l a  p a t o g e n i a  de d i c h a s  a l t e r a c i o n e s  no se conoce  
e x a c t a m e n t e ,  se ha s u g e r i d o  que a l  menos a l g u n a s  de 
e l l a s ,  como l o s  d e p ó s i t o s  g r a s o s  y l a  f i b r o s i s ,  s í  po
d r í a n  p r o d u c i r s e  p o r  un mecanismo s i m i l a r  a l  de l a  e n 
fe r m e d a d  h e p á t i c a  a l c o h ó l i c a  de l  a d u l t o .

I g u a l m e n t e  son e s c a s o s  l o s  t r a b a j o s  r e a l i z a d o s  en 
a n i m a l e s  e x p e r i m e n t a l e s  p a r a  e s t u d i a r  e l  e f e c t o  de l  
e t a n o l  so b re  e l  h í g a d o  en d e s a r r o l l o .  E n t r e  e s t o s  e s t u 
d i o s  cabe d e s t a c a r  l o s  de Rawat C1973 ,  que e n c o n t r ó  en 
l o s  h í g a d o s  f e t a l e s  y  n e o n a t a l e s  de r a t a  p r e n a t a l m e n t e  
e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  una i n h i b i c i ó n  de l a  s í n t e s i s  
p r o t e i c a ,  a s í  como una d i s m i n u c i ó n  en e l  c o n t e n i d o  de ARN 
y de p r o t e í n a  r i b o s o m a l , y una a l t e r a c i ó n  de l a  r e l a c i ó n  
ADN/ARN. E s t u d i o s  p o s t e r i o r e s  d e l  mismo l a b o r a t o r i o  
e n c o n t r a r o n  a l t e r a c i o n e s  en l a  b i o s í n t e s i s  de l í p i d o s  
t i 993 y en e l  m e t a b o l is m o  de d r o g a s  en e l  h í g a d o  1 1 9 4 3 .  
O t r o s  e s t u d i o s  e n c o n t r a r o n  tam b ié n  a l t e r a c i o n e s  en e l  
m e t a b o l is m o  h e p á t i c o  de l í p i d o s  [ 1 4 5 , 2 1 4 3 .

A n á l i s i s  u l t r a e s t r u c t u r a l e s  de h íg a d o s  de r a t o n e s  y 
m i n i - c e r d o s  e x p u e s t o s  p r e n a t a l m e n t e  a l  a l c o h o l  p e r m i t i e 
ro n  o b s e r v a r  n e c r o s i s  c e l u l a r ,  i n f i l t r a c i ó n  g r a s a  y a l t e 
r a c i o n e s  en l a s  m i t o c o n d r i  a s ,  r e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  l i s o  
y g r á n u l o s  de g lu c ó g e n o  de l o s  h e p a t o c i t o s  [ 1 1 , 2 0 7 - 2 0 9 3 .

En n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  tam b ié n  hemos e n c o n t r a d o  que 
l o s  h í g a d o s  de r a t a s  d e s c e n d i e n t e s  de m adres  a l c o h ó l i c a s  
p r e s e n t a b a n ,  j u n t o  a un menor peso  h e p á t i c o  [ 8 2 , 2 2 5 3 ,
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unos cambios  c u a l i t a t i v o s  y c u a n t i t a t i v o s  en m i t o c o n -  
d r i a s ,  a p a r a t o  de G o lg i  y d i s t r i b u c i ó n  de g lu c ó g e n o ,
e n c o n t r á n d o s e  r e s i d u o s  en fo rm a  de m i e l i n a  en el  c i t o 
p lasm a [ 2 0 1 ] .  También se e n c o n t r a r o n  a l t e r a c i o n e s  en
d i f e r e n t e s  p a r á m e t r o s  e s t e r e o l  ó g i e o s  (vo lu m en  a b s o l u t o ,  
d e n s id a d  de s u p e r f i c i e ,  número de o r g á n u l o s  y d e n s id a d  
n u m é r i c a )  de v a r i o s  o r g á n u l o s  h e p a t o c i t a r i  os como 
m i t o c o n d r i  a s , perox  i somas, r e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  l i s o ,  
e t c .  C 2 0 1 ] ,  a s í  como una d i s m i n u c i ó n  en l a  a c t i v i d a d  de 
v a r i a s  f o s f a t a s a s  m a r c a d o r a s  de o r g á n u l o s  c e l u l a r e s  
C2021 .  Hay que d e s t a c a r  q u e ,  e n t r e  to d o s  l o s  o r g á n u lo s  
h e p a t o c i t a r i  os e s t u d i a d o s ,  e l  que p r e s e n t a b a  l a s  
a l t e r a c i o n e s  más l l a m a t i v a s  f u é  e l  a p a r a t o  de G o l g i ,  en 
e l  que se e n c o n t r ó  t a n t o  una d e s o r g a n i z a c i ó n  del  mismo,  
como una d i s m in u c ió n  de l a  a c t i v i d a d  de v a r i a s  enz im as  
m a r c a d o r a s  de l a s  z o n a s  " c i s "  y " t r a n s "  [ 2 0 3 1 .  E s ta  
ú l t i m a  a l t e r a c i ó n  p o d r í a  e x p l i c a r  una m o d i f i c a c i ó n  en una 
de l a s  f u n c i o n e s  más i m p o r t a n t e s  de e s t e  o r g á n u l o ,  como 
es l a  g l i c o s i 1a c ió n  de p r o t e í n a s  de s e c r e c i ó n .

Por o t r a  p a r t e  se sabe que e l  h íg a d o  no es  
homogéneo, s i n o  que p r e s e n t a  una h e t e r o g e n e i d a d  u l t r a e s -  
t r u c t u r a l , b i o q u í m i c a  y f u n c i o n a l  a l o  l a r g o  del  a c i n o  
C 8 7 ] ,  e l  cua l  R a p p a p o r t  C1953 d i v i d i ó  en t r e s  r e g i o n e s  
f u n c i o n a l e s :  zona 1 ,  c e n t r i  1o b u l i  11a r  o p e r i p o r t a l ,  zona  
2 o i n t e r m e d i a ,  y zona  3 o p e r  i v e n o s a .

D i v e r s o s  e s t u d i o s  h i s t o p a t o l ó g i e o s  han e n c o n t r a d o  
que e l  consumo c r ó n i c o  de a l c o h o l  no a f e c t a b a  a todos  l o s  
h e p a t o c i  to s  por  i g u a l ,  s i n o  que l a s  l e s i o n e s  se i n i c i a n  
en l a  zona p e r i v e n o s a  y se van e x t e n d i e n d o  a l a s  c o n t i 
guas [ 1 0 2 , 1 6 6 , 1 8 4 ] .

Hay que d e s t a c a r  s i n  embargo qu e ,  s i  son pocos l o s  
t r a b a j o s  en l o s  que s e p a r a n  l o s  h e p a t o c i t o s  de l a s  d i f e 
r e n t e s  zonas  del  a c i n o  h e p á t i c o  en a n i m a l e s  que consumían  
c r ó n i c a m e n t e  a l c o h o l  [ 2 5 9 , 2 6 0 ] ,  son n u l o s  l o s  r e f e r e n t e s  
a d i c h a  s e p a r a c i ó n  en a n i m a l e s  en d e s a r r o l l o ,  c o n t r o l e s  o 
e x p u e s t o s  al  a l c o h o l .  La s e p a r a c i ó n  de l a s  d i s t i n t a s  
s u b p o b l a c i o n e s  de h e p a t o c i t o s  p o d r í a  a y u d a r  a l a  m e jo r  
com prens ión  y c a r a c t e r i z a c i ó n  b i o q u í m i c a  y m o r f o l ó g i c a  de 
l a s  l e s i o n e s  i n i c i a l e s  que pueda p r o d u c i r  e l  a l c o h o l  en 
l a s  d i f e r e n t e s  zonas de l  a c i n o  h e p á t i c o .

6 .  ALTERACIONES EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DEBIDAS A 
LA EXPOSICION PRENATAL AL ETANOL.

Una de l a s  a f e c c i o n e s  más i m p o r t a n t e s  y f r e c u e n t e s  
que a p a re c e n  t r a s  l a  e x p o s i c i ó n  p r e n a t a l  a l  a l c o h o l ,  son 
l a s  a l t e r a c i o n e s  que se p rodu cen  a n i v e l  de l  s i s t e m a  n e r 
v i o s o  c e n t r a l  ( S . N . C . ) ,  que dan l u g a r  a d i s f u n c i o n e s  t a n 
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t o  i n t e l e c t u a l e s  como n e u r o l ó g i c a s ,  i n c j u s o  en a u s e n c ia  
de o t r a s  m a n i f e s t a c i o n e s  de S . A . F .

Muchos de e s t o s  n i f io s  p r e s e n t a n  a l  n a c e r  s ig n o s  de 
d e p r i v a c i ó n  a l c o h ó l i c a  s e m e j a n t e s  a l o s  del " d e l i r i u m  
t rem ens"  del  a d u l t o ,  i n c l u y e n d o  h i p e r a c t i v i  dad ,  exuda
c i ó n ,  c o n t r a c c i o n e s ,  e t c .  C 3 3 . D u r a n te  l a s  p r i m e r a s  sema
nas o meses de v i d a  l o s  n i f io s  con S . A . F .  son i r r i t a b l e s ,  
t e m b lo r o s o s ,  con pobre  r e f l e j o  de s u c c i ó n ,  a p a re n te m e n te  
h i p e r s e n s i b l e s  a l  s o n i d o ,  con d i f i c u l t a d e s  en l a  a l i m e n 
t a c i ó n  y con f r e c u e n t e s  a t a q u e s  [ 9 2 , 2 4 4 3 .  D u ra n te  l a  i n 
f a n c i a  m u e s t ra n  l i g e r a s  a l t e r a c i o n e s  en l a  f u n c i ó n  c e r e -  
b e l a r  e h i p o t o n í a ,  s i e n d o  n i f io s  h i p e r a c  t  i v o s ,  d i s t r a í d o s ,  
a t r e v i d o s ,  i m p u l s i v o s ,  con r e t r a s o  en e l  d e s a r r o l l o  motor  
( t a n t o  en l o s  m o v im ie n to s  f i n o s  como en l o s  g r o s e r o s ) ,  y 
en más de l  85X de l o s  c a s o s  con un r e t r a s o  m enta l  supe
r i o r  a 2 D . S .  por  d e b a jo  de l a  m e d ia  C 3 7 3 , l o  que cons
t i t u y e  uno de l o s  p ro b le m a s  más g r a v e s  a s o c ia d o s  a l  con
sumo m a t e r n o  de a l c o h o l  d u r a n t e  l a  g e s t a c i ó n .

Aunque l a  p a t o g e n i a  de e s t a s  a l t e r a c i o n e s  se desco
n o c e ,  e s t u d i o s  n e u r o p a t o l  óg i eos de c e r e b r o s  de n i f io s  con 
S . A . F .  [ 3 ó , 1 0 5 , 1 7 ó , 2 8 0 3  han d em o s tra d o  l a  e x i s t e n c i a  de 
f a l l o s  o i n t e r r u p c i o n e s  en l a s  m i g r a c i o n e s  n e u r o n a l e s  y 
g l i a l e s ,  d i s p l a s i a s  c e r e b e l a r e s  y g r u p o s  de c é l u l a s  h e t e -  
r o t ó p i c a s ,  e s p e c i a l m e n t e  en l a  c o r t e z a  c e r e b r a l . I g u a l 
mente se han e n c o n t r a d o  m i c r o c e f a l  i a ,  a n e n c e f a l i a  [ 3 7 ,  
3 9 3 ,  h i d r o c e f a l i a  s i  l a s  m a l f o r m a c i o n e s  i n t e r f i e r e n  con 
l a  d in á m i c a  de l  f l u i d o  c e r e b r o e s p i n a l ,  y d e f e c t o s  de c i e 
r r e  de l  tubo  n e u r a l , t a l e s  como mi e l  ornen i n g o c e l e  [693  .

Hay que d e s t a c a r  que e l  g r a d o  de a f e c c i ó n  i n t e l e c 
t u a l  p a r e c e  c o r r e l a c i o n a r s e  con l a  g r a v e d a d  de l a s  
m a l f o r m a c io n e s  y con e l  d é f i c i t  en e l  c r e c i m i e n t o  [ 2 4 2 3 .  
I g u a l m e n t e  es i m p o r t a n t e  d e s t a c a r  q u e ,  aunque muchos 
n i f io s  p r e n a t a l m e n t e  e x p u e s t o s  a b a j o s  n i v e l e s  de e t a n o l  
que no p r e s e n t a n  ni  l a s  m a l f o r m a c i o n e s  n i  e l  r e t r a s o  en 
e l  c r e c i m i e n t o  t í p i c o s  de l  S . A . F . ,  s í  pueden p r e s e n t a r  
a l t e r a c i o n e s  p s i c o l ó g i c a s  y de c o m p o r t a m i e n t o ,  como son 
p r o b le m a s  de a p r e n d i z a j e  y a t e n c i ó n ,  d é f i c i t  de l e n g u a je  
y h a b l a ,  p ro b le m a s  e s c o l a r e s ,  e t c .  [ 2 4 3 3 .

P a ra  d i l u c i d a r  l a  p a t o g e n i a  de e s t a s  a l t e r a c i o n e s  se 
han r e a l i z a d o  gran  c a n t i d a d  de e s t u d i o s  en a n im a le s  
e x p e r i m e n t a l e s ,  t r a t a n d o  de r e p r o d u c i r  t a n t o  l a s  d i s f u n 
c i o n e s  n e u r o l ó g i c a s  como l a s  a l t e r a c i o n e s  en l a  m o r f o l o 
g í a  del  S . N . C . ,  que a p a re c e n  en n i f i o s  p r e ñ a  t a l  men te  
e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l .

En e s t o s  a n i m a l e s  se ha e n c o n t r a d o  muchas a n o m a l ía s  
en e l  c o m p o r t a m ie n t o ,  s i m i l a r e s  a l a s  d e s c r i t a s  en n i f ios  
con S . A . F . ,  como por  e j e m p l o :  h i p e r a c t i v i  dad [ 6 3 ,  a l t e r a 
c i o n e s  en l o s  r e f l e j o s  [ 3 8 , 2 0 6 3 ,  en e l  d e s a r r o l l o  motor
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C1703 y en l a  c o n d u c ta  [ 1 2 5 , 2 6 8 3 ,  y d e f i c i e n c i a s  eq e l  
a p r e n d i z a j e  [ 1 5 0 , 2 0 5 3 .

En e s t u d i o s  m o r f o l ó g i c o s  de l o s  c e r e b r o s  de d i c h o s  
a n i m a l e s  se han o b s ervad o  a l t e r a c i o n e s  s i m i l a r e s  a l a s  
d e s c r i t a s  en n i f io s  con S . A . F . ,  como menor d e s a r r o l l o  de 
c e r e b r o  y c e r e b e l o  [ 1 1 6 , 1 6 7 , 1 7 9 3 ,  y g ra n  c a n t i d a d  de 
a l t e r a c i o n e s  m o r f o l ó g i c a s  en d i v e r s a s  p a r t e s  del  S . N . C . ,  
l a s  c u a l e s ,  en a lg u n o s  c a s o s ,  dependen de l  p e r í o d o  en el  
que e l  an im al  ha s i d o  e x p u e s to  a l  a l c o h o l .  E n t r e  é s t o s  
c i t a r e m o s :  a n o m a l ía s  en l a  m ig r a c i ó n  c e l u l a r  [ 1 5 8 , 1 5 9 3 ,
p é r d i d a  de c é l u l a s  [1783  y d i s m in u c ió n  de su número [193  
y tamafio [ 2 3 9 3 ;  a l t e r a c i o n e s  en l a s  c é l u l a s  p i r a m i d a l e s  
d e l  hipocampo [ 2 7 5 3 ,  en e l  d e s a r r o l l o  s i n ó p t i c o  de l a s  
c é l u l a s  del  c e r e b e l o  [ 2 6 5 3 ,  en l a s  d e n d r i t a s  [ 2 0 4 , 2 4 1 3 ,  
a s í  como m o d i f i c a c i o n e s  en l a  mi e l  i n i z a c i ó n  [2043  , y  
d e f e c t o s  en e l  tubo  n e u ra l  [ 7 2 3 .

En n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  hemos e n c o n t r a d o  que l a s  
r a t a s  e x p u e s t a s  p r e n a t a l m e n t e  a l  e t a n o l  m o s trab an  a l g u n a s  
a l t e r a c i o n e s  en e l  c e r e b r o  t a l e s  como menor d e s a r r o l l o  de 
d i c h o  ó rgano  [ 7 7 , 8 2 , 2 2 4 3 ,  d i s m in u c ió n  de l  c o n t e n i d o  de 
ADN y de p r o t e í n a s  [ 2 2 4 3 ,  a s í  como de l a  a c t i v i d a d  de 
v a r i a s  enz im as  l i g a d a s  a membranas s i n ó p t i c a s  de l a s  
c é l u l a s  n e u r a l e s ,  medido  t a n t o  en homogenado de c e r e b r o  
e n t e r o  [ 7 7 , 7 9 , 8 2 , 2 2 2 3  como en n e u ro n a s  y a s t r o c i t o s  
a i s l a d o s  de d ic h o s  c e r e b r o s  [ 8 1 3 .  E s t a s  ú l t i m a s  a l t e r a 
c i o n e s  p o d r í a n  s e r  i n d i c a t i v a s  de un menor d e s a r r o l l o  de 
l a s  p r o l o n g a c i o n e s  c e l u l a r e s  y de sus c o n e x i o n e s ,  que son 
f u n d a m e n t a l e s  p a r a  l a  f u n c i ó n  de l  s i s t e m a  n e r v i o s o .  
Tam bién  se han e n c o n t r a d o  a l t e r a c i o n e s  h o rm o n a le s  que 
pueden s e r  l a  e x p r e s ió n  de una d i s f u n c i ó n  del  e j e  
h i p o t ó l a m o - h i p o f i s a r i  o [ 5 7 , 7 7 , 1 8 6 3 .  Ademós, hay que 
d e s t a c a r  que t a n t o  l a  d i s m in u c ió n  de l  peso c e r e b r a l  como 
l a s  de l a s  a c t i v i d a d e s  de l a s  e n z im a s  l i g a d a s  a l a s  mem
b r a n a s ,  se m a n t u v ie r o n  en e l  an im a l  a d u l t o ,  l o  que p a r e c e  
d e m o s t r a r  que son a l t e r a c i o n e s  i r r e v e r s i b l e s .

S in  embargo hay que t e n e r  en c u e n t a  que e s t a s  a l t e 
r a c i o n e s  se e n c o n t r a r o n  en e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  " i n  v i v o " ,  
y por  t a n t o  es d i f í c i l  s e p a r a r :  a )  l a s  l e s i o n e s  que p r o 
duce e l  a l c o h o l  d i r e c t a m e n t e  de l a s  que puede o c a s i o n a r  
i n d i r e c t a m e n t e  a t r a v é s  de a l t e r a c i o n e s  h o r m o n a le s ,  nu
t r i t i v a s ,  e t c . ;  y b)  e l  e f e c t o  de l  e t a n o l  so b re  d i f e r e n 
t e s  t i p o s  de c é l u l a s  n e r v i o s a s  <por e j e m p l o ,  n e u ro n a s  y 
c é l u l a s  g l i a l e s ) .  Por t a n t o ,  p a r a  co n o c e r  e l  e f e c t o  d i 
r e c t o  del  e t a n o l  sobre  e l  c r e c i m i e n t o  y d e s a r r o l l o  de 
d i f e r e n t e s  t i p o s  de c é l u l a s  n e u r a l e s  por  s e p a r a d o ,  s e r í a  
c o n v e n i e n t e  r e a l i z a r  e s t u d i o s  p a r a l e l o s  a n i v e l  c e l u l a r ,  
i n v e s t i g a n d o  e l  g rado  de a f e c t a c i ó n  de cada  uno de e l l o s .
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7 .  MODELOS EXPERIMENTALES UTIL IZADOS.

7 . 1 .  MODELO ANIMAL.

Desde que se d e s c r i b i ó  e l  S . A . F . ,  numerosos i n v e s t i 
g a d o r e s  han t r a t a d o  de r e p r o d u c i r  e s t e  s índrom e en an im a
l e s  e x p e r i m e n t a l e s ,  p a r a  t r a t a r  de c o n o cer  l o s  mecanismos  
i m p l i c a d o s  en e l  e f e c t o  t e r a t o g é n i c o  de l  a l c o h o l .

Los e s t u d i o s  con a n i m a l e s  e x p e r i m e n t a l e s  t i e n e n  l a  
v e n t a j a ,  e n t r e  o t r a s ,  de poder  c o n t r o l a r  muchos de l o s  
f a c t o r e s  de r i e s g o  que p r e d is p o n e n  a l a  a p a r i c i ó n  del  
S . A . F . ,  que son d i f í c i l m e n t e  d e s l i g a b l e s  en humanos de 
l o s  e f e c t o s  t ó x i c o s  d i r e c t o s  de l  e t a n o l ,  t a l e s  como: 
s a l u d  m a t e r n a ,  uso de o t r a s  d r o g a s ,  s i t u a c i o n e s  de 
s t r e s s ,  e d a d ,  número de h i j o s ,  e t c . ,  p e r m i t i e n d o  que s ó l o  
e l  e t a n o l  a c t u é  como t e r a t ó g e n o .  A l a  v e z ,  se puede con
t r o l a r  l a  m a l n u t r i c i ó n  p r i m a r i a  p r o d u c i d a  por  l a  r e s t r i c 
c i ó n  de comida que s u e l e  acompafiar a l a  i n g e s t a  de a l c o 
h o l ;  e s t o  se c o n s ig u e  i n t r o d u c i e n d o  un grupo  de c o n t r o l  
n u t r i c i o n a l ,  e l  cu a l  r e c i b e  d i a r i a m e n t e  l a s  mismas c a l o 
r í a s  t o t a l e s  que i n g i e r e  e l  g ru p o  de a n i m a l e s  t r a t a d o s  
con a l c o h o l ,  s u s t i t u y e n d o  l a s  c a l o r í a s  que p r o p o r c i o n a  e l  
a l c o h o l  por  c a r b o h i d r a t o s .  A e s t e  g rupo  de a n i m a l e s  se l e  
denomina norm alm ente  " p a i r  f e d "  o de a l i m e n t a c i ó n  p a r a 
l e l a .  P a ra  e s t u d i a r  un p o s i b l e  f a c t o r  de r e s t r i c c i ó n  de 
com ida y b e b id a  de l  g rupo  " p a i r  f e d " ,  muchos i n v e s t i g a 
d o r e s  i n t r o d u c e n  un t e r c e r  g rupo  de a n i m a l e s ,  a l o s  que 
se l e s  a d m i n i s t r a  comida y b e b id a  "ad l i b i t u m " .  De e s t a  
fo rm a  se pueden s e p a r a r  l a s  a l t e r a c i o n e s  p r o d u c id a s  por  
e l  a l c o h o l  " p e r  se" de l a s  d e b id a s  a l a  r e s t r i c c i ó n  de 
a l i m e n t o s  n u t r i t i v o s .

Aunque l a s  p r i m e r a s  e x p e r i e n c i a s  en a n i m a l e s  se r e a 
l i z a r o n  en e m b r io n e s  de p o l l o ,  l o s  a n i m a l e s  con d e s a r r o 
l l o  i n t r a u t e r i n o  son l o s  m odelos  más a p r o p ia d o s  p a r a  r e 
p r o d u c i r  l o s  e f e c t o s  t ó x i c o s  que e l  e t a n o l  p roduce en el  
f e t o  humano. Los p r i m a t e s  s e r í a n  l o s  a n i m a l e s  i d e a l e s  de 
e l e c c i ó n ,  por  su p r o x i m i d a d  en l a  e s c a l a  z o o l ó g i c a  al  
hombre ,  p e r o  no son muy u t i l i z a d o s  d e b id o  a su e l e v a d o  
c o s t e  y l e n t i t u d  de t r a b a j o .  Los r o e d o r e s  ( r a t a  y r a t ó n )  
son l o s  e l e g i d o s  con mayor f r e c u e n c i a ,  pues d e b id o  a su 
c o r t o  p e r í o d o  de g e s t a c i ó n  ( 2 1 - 2 2  d í a s )  y a l  e l e v a d o  nú
mero de c r í a s  por  camada ( 1 0 - 1 2  c r í a s ) ,  pueden o b t e n e r s e  
r e s u l t a d o s  en p e r í o d o s  de t ie m p o  c o r t o .  Además, por  su 
tamafío pequeho p e r m i t e  un m ane jo  f á c i l  y no se r e q u i e r e  
an im a l  a r i o s  dem as iado  s o f i s t i c a d o s  ni c o s t o s o s .

Una de l a s  m ayores  d i f i c u l t a d e s  que surgen  al  t r a b a 
j a r  con a n i m a l e s  es su a v e r s i ó n  por  e l  e t a n o l .  Por e s t a  
r a z ó n  se ha idead o  d i f e r e n t e s  r u t a s  y fo rm a s  de a d m i n i s 
t r a c i ó n  de e s t a  d r o g a ,  como son i n t u b a c i ó n ,  i n c l u s i ó n  en
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el  agua de b e b id a  o en d i e t a  l í q u i d a ,  i n y e c c io n e s  i n t r a -  
p e r i t o n e a l e s , s u b c u tá n e a s  o i n t r a v e n o s a s ,  i n h a l a c i ó n  de 
v a p o r e s ,  e t c .  Las v e n t a j a s  e i n c o n v e n i e n t e s  de cada m éto
do han s i d o  am p l ia m e n te  d e b a t i d a s  [ 2 , 2 1 8 ] .

O t r a  v a r i a b l e  a t e n e r  en c u e n t a  es  e l  t iem po de 
e x p o s i c i ó n  del  an im a l  a l  e t a n o l .  A v e c e s  se a d m i n i s t r a  
d u r a n t e  uno o v a r i o s  d í a s ,  d e n t r o  de un d e te r m in a d o  
p e r í o d o  c r í t i c o ,  o a l o  l a r g o  de un p e r í o d o  de t iempo  
e q u i v a l e n t e  a l  12 ,  22 o 32 t r i m e s t r e  de embarazo humano; 
ta m b ié n  es  - f re c u e n te  que l a  e x p o s i c i ó n  comprenda toda l a  
■fase g e s t a c i o n a l  e i n c l u s o  l a  l a c t a n c i a ,  pud ien d o  o no 
h a b e r  a d m i n i s t r a d o  e t a n o l  a n t e r i o r m e n t e  a l a  p r e f í e z , 
d u r a n t e  un p e r í o d o  de t ie m p o  más o menos l a r g o .

N o s o t r o s  hemos u t i l i z a d o  r a t a s  d e s c e n d i e n t e s  de hem
b r a s  a l c o h ó l i c a s ,  cuyo p e r í o d o  de e x p o s i c i ó n  a l  a lc o h o l  
ha s i d o  to d a  l a  g e s t a c i ó n  y l a c t a n c i a ,  s u m i n i s t r a d o  a l o s  
a n i m a l e s  m e d ia n t e  d i e t a s  l í q u i d a s .  Una de l a s  c a r a c 
t e r í s t i c a s  de e s t e  modelo  es que l a s  m adres  son " a l c o h ó -  
l i c a s "  ya  a n t e s  de l a  g e s t a c i ó n ,  p r e s e n t a n d o  t o l e r a n c i a  y 
d e p e n d e n c ia  [ 7 6 , 8 0 , 1 4 8 , 2 2 6 ] ,  l o  que se a c e r c a  más a l o s  
humanos, ya  que l o s  c as o s  de n i f io s  con S . A . F .  com p le to  
s ó l o  se han d e s c r i t o  en h i j o s  de m u j e r e s  a l c o h ó l i c a s  
c r ó n i c a s  [ 3 9 ] ,  Por o t r o  l a d o ,  e l  consumo de a lc o h o l  
d u r a n t e  l a  g e s t a c i ó n  y l a c t a n c i a  ha dado l u g a r  a l a  
r e p r o d u c c i ó n ,  en l a s  c r í a s  de e s t o s  a n i m a l e s ,  de una 
s e r i e  de a l t e r a c i o n e s  s i m i l a r e s  a l a s  a p a r e c i d a s  en n i f ios  
con S . A . F . ,  como a l t e r a c i o n e s  en e l  c r e c i m i e n t o  [ 7 7 , 8 2 ,  
2 1 8 , 2 2 4 , 2 2 5 ] ,  h o rm o n a le s  [ 5 6 , 5 7 , 7 7 , 8 2 , 1 8 5 , 1 8 6 ]  y o t r a s  
[ 2 2 1 , 2 2 2 ] ,  además de l a s  a l t e r a c i o n e s  en l o s  h íg a d o s  y 
c e r e b r o s  m enc ionadas  a n t e r i o r m e n t e .

7 . 2 .  MODELO DE CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS NERVIOSAS.

D u r a n t e  l o s  ú l t i m o s  25  af ios,  l o s  e s t u d i o s  " in v i  t r o "  
s o b re  c é l u l a s  en c u l t i v o  se han c o n v e r t i d o  en un com ple
m ento  n e c e s a r i o  de l o s  t r a b a j o s  r e a l i z a d o s  " i n  v i v o "  en 
a n i m a l e s ,  e s p e c i a l m e n t e  en e s t u d i o s  r e l a t i v o s  a c i t o t o x i -  
c i d a d ,  por  l a s  v e n t a j a s  que o f r e c e n :

-  P o s i b i l i d a d  de a i s l a r  y m a n te n e r  en c u l t i v o  un s o l o  
t i p o  c e l u l a r ,  l o  que p e r m i t e  com parar  l a  s e n s i b i l i d a d  
y r e s p u e s t a  de c é l u l a s  de o r i g e n  y n a t u r a l e z a  d i - f e -  
r e n t e s  a un a g e n te  t ó x i c o .

-  El a i s l a m i e n t o  de c é l u l a s  a p a r t i r  de un organ ism o  
p e r m i t e  c o n t r o l a r  e l  e n t o r n o ,  e l i m i n a n d o  f a c t o r e s  
e n d o c r i n o s ,  inmuni t a r i o s  y n e r v i o s o s  que p o d r í a n  
d i f i c u l t a r  e l  e s t u d i o  de l a  a c c ió n  e s p e c í f i c a  del  
a g e n te  t ó x i c o .
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-  El a g e n te  t ó x i c o  e s t á  en c o n t a c t o  d i r e c t o  con l a s  
c é l u l a s  c u l t i v a d a s ,  t a n t o  si  é s t a s  c r e c e n  en monocapa 
como s i  l o  hacen en s u s p e n s ió n .

-  La  homogeneidad de l a  s u s p e n s ió n  c e l u l a r ,  a p a r t i r  de 
l a  c u a l  son r e p a r t i d a s  en c á p s u l a s  de c u l t i v o ,  p e r m i t e  
un e s t u d i o  c o m p a r a t i v o  del  e f e c t o  de una s u s t a n c i a  a 
d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s ,  t ie m p o  de e x p o s i c i ó n ,  v a 
r i a c i o n e s  en e l  m e d io ,  e t c .

Por  o t r a  p a r t e ,  a lg u n o s  p r o c e d i m i e n t o s  son d i f í c i l 
m ente  a p l i c a b l e s  " in v i v o " ,  como l a  o b s e r v a c i ó n  d i r e c t a  
de l a  c é l u l a  v i v a ,  e s t u d i o s  s i m u l t á n e o s  de l a s  c a r a c t e 
r í s t i c a s  b i o q u í m i c a s ,  m e t a b ó l i c a s  y m o r f o l ó g i c a s  de l a s  
c é l u l a s ,  e t e .

Además de t o d a s  e s t a s  v e n t a j a s ,  en p a r t i c u l a r  l o s  
c u l t i v o s  p r i m a r i o s ,  que son l o s  o b t e n i d o s  d i r e c t a m e n t e  de 
c é l u l a s ,  t e j i d o s  u ó rg a n o s  de o rg a n is m o s  v i v o s ,  y que no 
han s i d o  s u b c u l t i  v a d o s ,  p r e s e n t a n  un p a t r ó n  de d e s a r r o l l o  
" in v i  t r o "  co m p a ra b le  con e l  de l a s  c é l u l a s  " i n  v i v o "  
t i 4 4 3 .  Los c u l t i v o s  p r i m a r i o s  con mayor é x i t o  son lo s  
o b t e n i d o s  de f e t o s  o de a n i m a l e s  r e c i é n  n a c i d o s ,  p u e s to  
que e n t o n c e s  han cesado  l o s  m o v im ie n to s  m o r f o g e n é t i  eos y 
p r á c t i c a m e n t e  ya ha a p a r e c i d o  e l  número t o t a l  de c é l u l a s  
p r e c u r s o r a s ,  l a s  c u a l e s  son s u f i c i e n t e m e n t e  p o t e n t e s  y al  
mismo t ie m p o  f l e x i b l e s  y m a l e a b l e s  p a r a  acomodarse en e l  
nuevo e n t o r n o  y c o n t i n u a r  su d e s a r r o l l o  [ 1 6 5 3 .  La v a l i d e z  
de e s t e  m ode lo  ha s i d o  p ro b a d a  con g ran  número de 
e s t u d i o s  [ 6 1 , 9 6 3 .

Con r e s p e c t o  a l  s i s t e m a  n e r v i o s o  c e n t r a l  hay que 
c o n s i d e r a r  q u e ,  aunque es muy h e t e r o g é n e o  de unas r e g i o 
nes  a o t r a s  y e l  d e s a r r o l l o  de cada  t i p o  c e l u l a r  es  a s i n 
c r ó n i c o ,  se puede a p l i c a r  un esquema g e n e r a l  de c r e c i 
m i e n t o  C443 :

12 O r g a n o g é n e s is  y m u l t i p l i c a c i ó n  n e u r o n a l .

22 Gran c r e c i m i e n t o  c e r e b r a l ,  con c r e c i m i e n t o  d e n d r í t i c o  
y a x o n a l , m u l t i p l i c a c i ó n  g l i a l ,  mi e l  i n i z a c i ó n  y c r e 
c i m i e n t o  de t amafí o .

32 M adurac  i ó n .

C e n t r á n d o n o s  en l a s  c é l u l a s  g l i a l e s ,  hay que s e f í a l a r  
que l o s  a s t r o c i t o s  t i e n e n  una f u n c i ó n  p r i m o r d i a l  t a n t o  
d u r a n t e  e l  d e s a r r o l l o  c e r e b r a l  como en e l  c e r e b r o  a d u l t o  
( v e r  p o r  e j e m p l o  [ 2 3 , 1 7 7 , 2 3 8 3 ) .  Sus c é l u l a s  p r e c u r s o r a s ,  
l o s  a s t r o b l a s t o s , em piezan  a a p a r e c e r  en f a s e s  muy 
i n i c i a l e s  de l  d e s a r r o l l o  e m b r i o n a r i o ,  poco después  de l a  
a p a r i c i ó n  de l o s  p r i m e r o s  p r e c u r s o r e s  n e u r o n a l e s  < F i g .  2 ,  
tomada de [ 1 7 3 ) ,  p e r o  a d i f e r e n c i a  de é s t o s ,  su p r o l i f e -
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F i g u r a  2 .  Esquema del p e r í o d o  de p r o l i f e r a c i ó n  de d i f e r e n t e s  t i p o s  
c e l u l a r e s  del c e r e b r o  de r a t a ,  d u r a n te  l o s  p e r í o d o s  p r e -  y p o s t n a t a 
l e s  de l a  o n to g é n e s is  ( tomado de C 1 7 3 ) .
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r a c i ó n  c o n t i n u a  d u r a n t e  un p e r í o d o  de t iem po  más l a r g o  
C 1 7 , 4 0 3 ,  s i e n d o  l o s  a s t r o c i t o s  l a s  c é l u l a s  e n c a r g a d a s  de 
l a  r e p a r a c i ó n  y r e g e n e r a c i ó n  de l  t e j i d o  n e r v i o s o  l e s i o n a 
do en e l  c e r e b r o  a d u l t o .  D u ra n te  e l  d e s a r r o l l o  c e r e b r a l  
l a s  c é l u l a s  r a d i a l e s  g l i a l e s ,  p r e c u r s o r a s  de a s t r o c i t o s ,  
fo rm an  un e n r e j a d o  a l o  l a r g o  del  cua l  se d e s p la z a n  l o s  
n e u r o b l a s t o s  en m i g r a c i ó n  [ 1 9 1 , 1 9 2 3 .  Además, l o s  a s t r o 
c i t o s  r e g u l a n  l a  c o n c e n t r a c i ó n  e x t r a c e l u l a r  de Na"- y K * , 
i n t e r v i e n e n  en e l  m e t a b o l is m o  de n e u r o t r a n s m i s o r e s  y s e 
g re g a n  s u s t a n c i a s  s i m i l a r e s  a l  - fa c to r  de c r e c i m i e n t o  n e r 
v i o s o  <NGF ( " n e u r a l  g row th  - f a c t o r ) )  [ 2 3 3 .  En e l  c e r e b r o  
a d u l t o  desempeñan un pape l  c r u c i a l  en l a  r e g u l a c i ó n  de 
l a s  - func iones  s i n á p t i c a s  n e u r o n a l e s  y de l  e n t o r n o  i ó n i c o ;  
sus  p r o c e s o s  ( " p i e s  c h u p a d o r e s " )  rodean  t a n t o  l o s  c a 
p i l a r e s  como l a s  s i n a p s i s ,  -forman l a s  cap as  s u b p ia l  y  
subepend im ar  i a , y p a r e c e  que e n v u e lv e n  to d a  l a  s u p e r - f i c i e  
n e u ro n a l  no c u b i e r t a  por  o t r a s  n eu ro n a s  o por  membranas 
de oí  ig o d e n d r o g l¿ a  [ 1 1 3 3 .

Los i n c o n v e n i e n t e s  de c u l t i v a r  e s t e  t i p o  de c é l u l a s  
son b á s ic a m e n te  t é c n i c o s ,  ya  que hay que p a r t i r  de c e r e 
b r o s  de - f e t o s ,  a l o s  que hay  que di  s e c c i o n a r  una p a r t e  de 
c e r e b r o  ( c o r t e z a  c e r e b r a l , h ipocam po,  e t c . ) ;  además,  hay  
un r i e s g o  de c o n t a m i n a c i ó n  por  o t r o s  t i p o s  de c é l u l a s ,  
t a n t o  n e r v i o s a s  como c o n j u n t i v a s ,  l o  que e x i g e  una s e r i e  
de p r e c a u c i o n e s  y e l  c o n t r o l  c o n t i n u o  de l o s  c u l t i v o s .  
Por ú l t i m o ,  dado que e l  m edio  de c u l t i v o  es r i c o  en nu
t r i e n t e s ,  e x i s t e  un e l e v a d o  r i e s g o  de c o n ta m in a c ió n  por  
hon gos ,  a g r a v a d o  porque  se m a n t ie n e  en a m b ie n te  c á l i d o  y 
húmedo.
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8 . OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION.
i

In d u d a b le m e n te  e l  e s c l a r e c i m i e n t o  de l o s  mecanismos  
i m p l i c a d o s  a n i v e l  b á s i c o  en l a  e t i o p a t o g e n i  a de l  
Síndrome A l c o h ó l i c o  F e t a l  c o n s t i t u y e  un tema d i f í c i l  de 
a b o r d a r  en humanos. Por e s t a  r a z ó n  se ha t r a t a d o  de 
r e p r o d u c i r  d ic h o  s índrom e  en a n i m a l e s  e x p e r i m e n t a l e s .  En 
n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  hemos d e s a r r o l l a d o  un modelo e x p e r i 
m en ta l  en l a  r a t a  en e l  que se r e p r o d u c e n  muchas de l a s  
c a r a c t e r í s t i c a s  que se obs ervan  en n i f ío s  a f e c t a d o s  con 
d i c h o  s ín d r o m e .  S in  em bargo ,  es  d i f í c i l  e s c l a r e c e r  " in  
v i v o "  l o s  mecanismos b á s i c o s  de a c t u a c i ó n  de l  a l c o h o l .  
Por t a n t o  hemos p r e t e n d i d o  e s t u d i a r  en e s t e  t r a b a j o  e l  
e f e c t o  del  e t a n o l  a n i v e l  de c é l u l a s  a i s l a d a s  de h í g a d o  y 
c e r e b r o  de a n i m a l e s  en d e s a r r o l l o ,  p u e s t o  que es  en e s t o s  
ó rg a n o s  donde hemos e n c o n t r a d o  l a s  a l t e r a c i o n e s  más m ar 
c a d a s .

Basándonos en r e s u l t a d o s  p r e v i a m e n t e  o b t e n i d o s  en 
n u e s t r o  l a b o r a t o r i o ,  donde e n c o n t ra m o s  una d i s m in u c ió n  de 
peso h e p á t i c o  a s í  como m arcadas  a l t e r a c i o n e s  m o r f o l ó g i 
c a s ,  p r i n c i  p a lm en te  a n i v e l  de l  a p a r a t o  de G o l g i ,  en h í 
gados de f e t o s  de r a t a  p r e n a t a l m e n t e  e x p u e s t o s  a l  a l c o 
h o l ,  d e c id im o s  a b o r d a r  l o s  s i g u i e n t e s  o b j e t i v o s :

12 D e s a r r o l l a r  un p r o c e d i m i e n t o  p a r a  a i s l a r  h e p a t o c i t o s  
de r a t a s  f e t a l e s  y n e o n a t a l e s .

22 E s t u d i a r  l a  s í n t e s i s  y g l i  eos i 1a c i ó n  de p r o t e í n a s  en 
h e p a t o c i t o s  a i s l a d o s  de f e t o s  c o n t r o l e s  y e x p u e s t o s  
a l  a l c o h o l  m e d ia n t e  métodos b i o q u í m i c o s  y a u t o r r a d i o -  
g r á f  i e o s .

Basados en e l  hecho de que l a  h e p a t o t o x i c i  dad del  
e t a n o l  en e l  a d u l t o  se i n i c i a  en l a  zona  p e r i v e n o s a  del  
a c i n o  h e p á t i c o ,  y p a r a  e s t u d i a r  s i  e s t a  s e l e c t i v i d a d  ocu
r r í a  tam bién  en h í g a d o s  en d e s a r r o l l o  e x p u e s t o s  a l  a l c o 
h o l ,  nos p la n te a m o s :

32 D e s a r r o l l a r  un p r o c e d i m i e n t o  que nos p e r m i t i e r a  
s e p a r a r  d i f e r e n t e s  s u b p o b l a c i o n e s  h e p a t o c i t a r i  a s , c a 
r a c t e r i z a n d o  e s p e c i a l m e n t e  l o s  de l a s  zonas  p e r  i p o r 
t a l  y p e r i v e n o s a  de l  a c i n o  h e p á t i c o .  El a i s l a m i e n t o  
de d i c h a s  s u b p o b l a c i o n e s  es un r e q u i s i t o  n e c e s a r i o  
p a r a  poder  a n a l i z a r  sus c a r a c t e r í s t i  cas  s i m u l t á n e a 
mente por  métodos b i o q u í m i c o s ,  c i t o f 1u o r i m é t r i  eos y 
u l t r a e s t r u c t u r a l e s .
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42 M e d i a n t e  e s t e  p r o c e d i m i e n t o  se ha p r e t e n d i d o  i n v e s 
t i g a r  s i  l a s  l e s i o n e s  o b s e rv a d a s  en h íg a d o  e n t e r o  i de 
a n i m a l e s  e x p u e s t o s  al  a l c o h o l ,  se l o c a l i z a n  p r e f e 
r e n t e m e n t e  en una u o t r a  z o n a .

Por o t r a  p a r t e ,  uno de l o s  ó r g a n o s  más a f e c t a d o s  por  
l a  e x p o s i c i ó n  a l  e t a n o l  d u r a n t e  su d e s a r r o l l o  es  e l  s i s 
tema n e r v i o s o  c e n t r a l .  S in  embargo es  d i f í c i l  e s t u d i a r  e l  
e f e c t o  d i r e c t o  de l  a l c o h o l  * i n  v i v o " ,  p o r  l a  c o m p l e j i d a d  
de d i c h o  s i s t e m a  y por  l o s  e f e c t o s  que se a s o c ia n  al  
consumo de a l c o h o l ,  t a l e s  como a l t e r a c i o n e s  n u t r i t i v a s ,  
h o r m o n a le s ,  e t c .  Por e s t a  ra z ó n  hemos r e c u r r i d o  al  c u l t i 
vo p r i m a r i o  de c é l u l a s  n e r v i o s a s ,  e l i g i e n d o  l o s  
a s t r o c i t o s  ya que no e x i s t e n  e s t u d i o s  s o b re  e l  e f e c t o  de l  
a l c o h o l  sob re  e s t a s  c é l u l a s ,  y s i n  embargo se ha e s p e c u 
l a d o  que a lg u n a s  a l t e r a c i o n e s  de l  d e s a r r o l l o  de l a s  
n e u ro n a s  p o d r í a n  s e r  c o n s e c u e n c ia  de a n o m a l í a s  de l a s  
c é l u l a s  g l i a l e s .  Por t a n t o  l o s  o b j e t i v o s  de e s t e  t r a b a j o  
han s i d o :

12 C a r a c t e r i z a c i ó n  de e s t o s  c u l t i v o s  m e d i a n t e  l a  e v a l u a 
c i ó n  g l o b a l  de l a  p r o l i f e r a c i ó n  y d i f e r e n c i a c i ó n  de 
d i c h a s  c é l u l a s  a l o  l a r g o  de 2 8  d í a s  de c u l t i v o .  E s to  
se r e a l i z ó  a t r a v é s  de :  a )  c u a n t i f i  cae  ión de l  c o n t e 
n i d o  de p r o t e í n a s  y ADN a s í  como de s í n t e s i s  de d i 
chas  m a c r o m o lé c u la s  y ARN; b> m ed ida  de l a s  a c t i v i 
dades de e n z im as  m a r c a d o r a s  de a s t r o c i t o s  y l i g a d a s  a 
membranas p l a s m á t i c a s ;  y c> m o r f o l o g í a  de l a s  c é l u l a s  
en c u l t  i vo .

22 E f e c t o  de l  a l c o h o l  " i n  v i t r o "  so b re  e l  c r e c i m i e n t o  y 
m a d u ra c ió n  de a s t r o c i t o s  de r a t a s  c o n t r o l e s ,  u t i l i 
zando d o s i s  c o m p a ra b le s  a una i n t o x i c a c i ó n  en humanos 
c r ó n i c a  <25 mM> o aguda <100 m M).

32 C a r a c t e r í s t i c a s  de l o s  a s t r o c i t o s  o b t e n i d o s  de c e r e 
b r o s  de f e t o s  e x p u e s t o s  p r e n a t a l m e n t e  a l  a l c o h o l  y 
c u l t i v a d o s  en p r e s e n c i a  o a u s e n c i a  de e t a n o l .  E s te  
ú l t i m o  s i s t e m a  p e r m i t i r í a  a n a l i z a r  s i  l a  e x p o s i c i ó n  
p r e n a t a l  a l  a l c o h o l  a f e c t a  a l a s  c é l u l a s  p r e c u r s o r a s  
de l o s  a s t r o c i t o s ,  y l o  que o c u r r i r í a  s i  é s t a s  s ig u e n  
e x p u e s t a s  a d i c h a  s u s t a n c i a  d u r a n t e  e l  d e s a r r o l l o  
e q u i v a l e n t e  a l  p e r í o d o  p o s t n a t a l  ■ in v i v o " .
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1 .MATERIALES.

1 . 1 .  ANIMALES

En to d a s  l a s  e x p e r i e n c i a s  se u t i l i z a r o n  r a t a s  hem
b r a s  v í r g e n e s  de r a z a  U J is ta r ,  con un peso i n i c i a l  de 1 7 5 -  
200 g .  Los machos u t i l i z a d o s  p a r a  c r u z a r l a s  e ra n  de l a  
mi sma r a z a .

Todos l o s  a n i m a l e s  se o b t u v i e r o n  de l a  c as a  A l i n  
( M a d r i d ) ,  m a n ten ién d o se  b a j o  c o n d i c i o n e s  c o n s t a n t e s  de 
t e m p e r a t u r a  < 2 3 " C ) ,  humedad ( 6 0 / )  y c i c l o s  de l u z / o s c u 
r i d a d  ( 1 2 / 1 2  h ) . Las r a t a s  no se u t i l i z a r o n  h a s t a  después  
de una semana de a c l i m a t a c i ó n  a l a s  c o n d i c i o n e s  del  
an i m a l a r  i o .

1 . 2 .  DIETAS UTIL IZADAS.

DIETAS L IQUIDAS.

Se u t i l i z ó  d i e t a  l í q u i d a  b asada  en l a  - form ulada por  
L i e b e r  y  D e C a r1 i 1 1 3 2 , 1 3 3 ] .  La d i e t a  a l c o h ó l i c a  c o n t e n í a  
3 6 /  de l a s  c a l o r í a s  t o t a l e s  como e t a n o l ,  e l  1 8 /  como 
p r o t e í n a s ,  e l  2 1 /  como g r a s a s ,  y  e l  2 5 /  como h i d r a t o s  de 
c a r b o n o  ( D i e t a  I ,  T a b l a  3 ) .  En l a  d i e t a  c o n t r o l ,  e l  3 6 /  
de l a s  c a l o r í a s  p r o c e d e n t e s  d e l  e t a n o l  se s u s t i t u y e r o n  
p o r  h i d r a t o s  de c a r b o n o ,  de m anera  que c o n s t i t u í a n  e l  6 1 /  
de l a s  c a l o r í a s  t o t a l e s  ( T a b l a  3 ) .  Además, e s t a s  d i e t a s  
e s t a b a n  s u p le m e n ta d a s  con z i n c .

La d i e t a  que consumían l a s  r a t a s  l a c t a n t e s  f u é  l a  
m isma,  p e ro  se aumentó e l  c o n t e n i d o  p r o t e i c o  en fo r m a  de 
c a s e í n a  ( D i e t a  I I ,  T a b l a  3 ) .  El  a p o r t e  c a l ó r i c o  de e s t a  
d i e t a  a l c o h ó l i c a  f u e :  p r o t e í n a s  e l  2 5 / ,  g r a s a s  e l  1 6 / ,  
h i d r a t o s  de ca rb o n o  e l  3 1 /  y e t a n o l  e l  2 8 / .  En l a  d i e t a  
c o n t r o l ,  l o s  h i d r a t o s  de c a rbo no  r e p r e s e n t a b a n  e l  5 9 / .



TABLA 3 .  C o n t e n i d o  de l a s  d i e t a s  <g/1 ) .

D i e t a  1 D i e t a  I I

C o n t r o l  E t a n o l  C o n t r o l  E tano l

Leche ( a ) 138 138 8? 8?
L-C  i s t e  í na 0 , 6 5 0 , 6 5 0 , 6 5 0 , 6 5
D L -M e t i  on i na 0 , 4 0 , 4 0 , 4 0 , 4
Ace i t e  de m aíz 0 , 5 4 0 , 5 4 2 , 0 7 2 , 0 7
Ace i te  de o l i  va 1 , 8 1 , 8 2 , 1 6 2 , 1 6
Et  i 1 1 i n o l e a t o 0 , 1 5 0 , 1 5 - -
Dex t r i  na 4 2 , 4 8 - 8 8 , 5 0 3 0 , 3 6
Mal t o s a 1 0 , 6 2 - 2 2 , 0 0 7 , 5 ?
S a c a r o s a 3 6 , 5 2 - - -
M e z c l a  de v i t a m i n a s  ( b ) 4 4 4 4
M e z c l a  de s a l e s  ( c ) 10 10 10 10
C a r r a g e n a t o  s ó d ic o 2 2 2 2
C l o r u r o  de z i n c 0 , 0 1 3 0 , 0 1 3 0 , 0 1 3 0 ,0 1  ■
Agar 1 , 7 5 2 , 1 2 2 2
C a s e ín a - — 3 0 , 9 3 0 , 9
E ta n o l  <96* > - 50 - 40
Agua h a s t a  1 1 i t r o

( a )  Se u t i l i z a  l a  l e c h e  en p o l v o  semi d e s c r e m a d a , c o m e r c i a l i z a d a  
por  C e n t r a l  L e c h e r a  A s t u r i a n a .  Su c o m p o s ic ió n  es l a  s i g u i e n t e :  
15% m a t e r i a  g r a s a ,  45% l a c t o s a ,  30% p r o t e í n a s .

<b> La m e z c la  de v i t a m i n a s  se o b t u v o  de l a  cas a  I . C . N .  
N u t r í t i o n a l  B i o c h e m i c a l .  La c o m p o s ic ió n  (en  mg/Kg)  es l a  
s i g u i e n t e :  C o n c e n t r a d o  de v i t a m i n a  A < 2 0 0 . 0 0 0  U / g ) , 4 , 5 .
C o n c e n t r a d o  de v i t a m i n a  D < 4 0 0 .0 0 0  U / g ) ,  0 , 2 5 .  A l f a  t o c o f e r o l , 
5 .  A c id o  a s c ó r b i c o ,  4 5 .  I n o s i t o l ,  5 .  C l o r h i d r a t o  de c o l i n a ,  7 5 .  
M e n a d io n a ,  2 , 2 5 .  A c id o  p - a m i n o b e n z o i c o ,  5 .  N i a c i n a ,  4 , 5 .  
R i b o f l a v i n a ,  1 .  P i r i d o x i n a - C l H ,  1 .  P a n t o t e n a t o  c á l c i c o ,  3 .  A c id o  
f ó l i c o ,  0 , 0 ? .  B i o t i n a ,  0 , 0 2 .  V i t a m i n a  B - 1 2 ,  0 , 1 3 5 .

<c> La m e z c la  de s a l e s  o m i n e r a l e s  f u é  l a  Sal H e g s t e d ,  o b t e n i d a  
por  I . C . N .  N u t r í t i o n a l  B i o c h e m i c a l ,  cuya  c o m p o s ic ió n  (en %) es  
l a  s i g u i e n t e :  C a rb o n a t o  c á l c i c o ,  2 9 , 9 7 4 .  F o s f a t o  b i p o t á s i c o ,
3 2 , 2 2 .  F o s f a t o  m o n o c á l c i c o ,  7 , 4 9 .  S u l f a t o  m a g n é s ic o ,  1 0 , 1 9 .  
C l o r u r o  s ó d i c o ,  16 , 7 6 .  C i t r a t o  f é r r i c o ,  2 , 7 4 .  Y o d u ro  p o t á s i c o ,  
0 , 0 7 9 .  S u l f a t o  de manganeso,  0 , 4 9 .  S u l f a t o  de c o b r e ,  0 , 0 2 9 .  C l o 
r u r o  de z i n c ,  0 , 0 2 4 .
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DIETA SOLIDA.
i

Se u t i l i z ó  p i e n s o  compuesto p a r a  a n i m a l e s  de l a b o r a 
t o r i o  ( P a n l a b  A . 0 4 ,  B a r c e l o n a )  e x p e c i a l  p a r a  r a t a s  y 
r a t o n e s .  E s t a  d i e t a  c o n t e n í a  un 22X de l a s  c a l o r í a s  
t o t a l e s  como p r o t e í n a s ,  un 9X como g r a s a s  y un 69Y. como 
h i d r a t o s  de c a r b o n o .  Los a n i m a l e s  r e c i b i e r o n  comida y 
agua "ad l i b i t u m " .

Los machos u t i l i z a d o s  p a r a  c r u z a r  a l a s  hembras  
r e c i b i e r o n  s iem pre  e s t a  d i e t a .

GRUPOS DE ANIMALES SEGUN SU ALIMENTACION.

Según l a  d i e t a  que r e c i b i e r o n ,  l o s  a n i m a l e s  se d i v i 
d i e r o n  en:

-  g ru p o  a l c o h ó l i c o :  r e c i b i e r o n  como a l i m e n t o  l a  d i e t a
l í q u i d a  a l c o h ó l i c a ;

-  g rupo  c o n t r o l  " p a i r  -fed" o p a r a l  e l  am ento  a l i m e n t a d o :  
r e c i b i e r o n  como a l i m e n t o  l a  d i e t a  l í q u i d a  c o n t r o l ,  en 
una c a n t i d a d  r e s t r i n g i d a  a l a  con sum id a  por  e l  g ru p o  
de a n i m a l e s  a l c o h ó l i c o s .

-  g rupo  c o n t r o l  "ad  l i b " :  r e c i b i e r o n  d i e t a  s ó l i d a  y  agua  
"ad 1 i b ¡ t u m " .

P a ra  e v i t a r  e l  p o s i b l e  d e t e r i o r o  de l a s  d i e t a s  
l í q u i d a s ,  é s t a s  se a lm acen a ro n  en cám aras  r e f r i g e r a d a s  a 
4 " C y  se p r e p a r a r o n  en pequefias c a n t i d a d e s  f r e c u e n t e m e n t e  
( c a d a  3 ó 4 d í a s ) .  La comida se a d m i n i s t r ó  a 1 os a n i m a l e s  
en b e b e d e ro s  de v i d r i o  g ra d u a d o s ,  e s p e c i a l e s  p a r a  d i e t a  
l í q u i d a ,  en l o s  que se puede d e t e r m i n a r  l a  c a n t i d a d  i n g e 
r i d a  d i a r i a m e n t e  por  cad a  a n i m a l .  La d i e t a  se a d m i n i s t r ó  
a l o s  a n i m a l e s  d i a r i a m e n t e ,  e v i t a n d o  a s í  e l  p o s i b l e  
c r e c i m i e n t o  de m ic r o o r g a n i s m o s ,  e v a p o r a c i o n e s  de a l c o h o l  
u o t r a s  a l t e r a c i o n e s  que p u d ie r a n  o c u r r i r .  A t o d a s  l a s  
d i e t a s  l í q u i d a s  se l e s  a f íad ió  unas g o t a s  de s a c a r i n a  ( 1 1 0  
m g / 1 ) p a r a  m e j o r a r  su s a b o r .

1 . 3 . APARATOS. 

ESPECTROFGTOMETROS

-  Z e i s s  PMó, con f u e n t e  de h id r ó g e n o  y tu n g s e n o ,  mono-  
crom ado re s  de p r i s m a ,  c a m b ia d o r  a u t o m á t i c o  de 
c u b e t a s ,  p o r t a c u b e t a s  t e r m o s t a t i z a d o  m e d i a n t e  e l  uso  
de un bafío c i r c u l a n t e ,  y r e g i s t r a d o r  g r á f i c o  (BBC
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G o e r z , S e rv o g o r  2 1 0 ) .
-  Pye Unicam S P -5 00  p a r a  u l t r a v i o l e t a  v i s i b l e  e i n f r a 

r r o j o s  p r ó x im o .
-  E s p e c t r o f 1u o r í m e t r o  P e r k i n - E l m e r  5 1 2 ,  con d o b le  h a z .

CENTRIFUGAS

-  H e ra u s  C h r i s t  SiBH con r o t o r e s  p a r a  t u b o s  y b o t e l l a s .
-  M i c r o c e n t r í f u g a s  E p p en d o r f  5 4 1 2  y 5 4 1 4 ,  p a r a  m i c r o -  

tubos  c ó n ic o s  d e s e c h a b le s  de p l á s t i c o .
-  Jouan CR 4 11 con r o t o r e s  p a r a  t u b o s  y b o t e l l a s ,  y 

con c o n t r o l  de t e m p e r a t u r a .

MICROSCOPIOS

-  C a r i  Z e i s s  M .P .M .  I I ,  con c o n d en sa d o r  p a r a  c o n t r a s t e  
de f a s e s .

-  Z e i s s  de f l u o r e s c e n c i a  con d i s p o s i t i v o  Epi i l u m i n a 
c i ó n .

-  E l e c t r ó n i c o  P h i l i p s  modelo  M E-30G,  m a n e ja d o  a ¿0 KV.

BALANZAS

-  M e t t l e r  H 54 AR, s e n s i b i l i d a d  0 , 0 1  mg.
-  M e t t l e r  PR 7 0 0 ,  s e n s i b i l i d a d  0 , 0 1  g .
-  M e t t l e r  PE 2 0 0 0 .

OTROS

-  C i t o f 1u o r í m e t r o  de f l u j o  EPICS V < C o u l t e r  
E l e c t r o n i c s ,  I n c . ) ,  con l á s e r  de a rg ó n  s i n t o n i z a d o  a 
4 8 8  nm y 250 mW.

-  C r o m a t ó g r a f o  de g as es  con d o b le  c a n a l  P e r k i n - E l m e r , 
m odelo  Sigma 3B,  con e s p a c i o  de c a b e z a  p a r a  gases  
v o l á t i l e s  y toma a u t o m á t i c a  de m u e s t r a s ,  m odelo  H S -6 ,  
p r o v i s t o  de un ¡ n t e g r a d o r  P e r k i n - E l m e r  S ig n a  1 5 .  Se 
empleó una columna Tek nokrom a ,  15% carbowex 1 5 1 0 ,  
8 0 / 1 0 0 .

-  PHmetro S t a n d a r d  PH M 6 2 .
-  Bafio con a g i t a c i ó n  y t e m p e r a t u r a s  r e g u l a b l e s ,  G ra n t  

S S 4 0 .
-  C o n g e l a d o r e s :  Super  A C - 5 0 N R - 1 2 ;  Koxka A N E-85  3 5 0 .
-  E s t u f a s :  Memmert T v 2 7 u ;  H e r a e u s ,  e s t u f a  de c a r b ó n i c o .
-  H o m o g e n e iz a d o r : U l t r a - t u r r a x  t i p o  TP 1 8 / 1 0 .
-  U l t r o s t a i n e r  LKB 2 1 6 8 .
-  D e n s i - F l o w  I I  C g r a d i e n t  f o r m e r ,  B u c h le  I n s t r u m e n t s .
-  U l t r a m i c r o t o m o  LKB.
-  C o n ta d o r  de c e n t e l l e o  l í q u i d o  I n t e r t e c h n i  que S L - 4 2 0 0 .
-  Bombas de v a c i o ,  s e c a d o r e s  de a i r e ,  r e l o j e s  e l é c t r i 

c o s ,  c r o n ó m e t r o s  y demás m a t e r i a l  comúnmente usado en 
un l a b o r a t o r i o  de i n v e s t i g a c i ó n  c i e n t í f i c a .



1 . 4 .  REACTIVOS Y PRODUCTOS.
i

Todos l o s  p r o d u c to s  u t i l i z a d o s  se o b t u v i e r o n  des 
B o e h r in g e r -M a n n h e im ,  Sigma Chemical  Company, Merck  
D a r m a s t a d t , I . C . N .  N u t r i t i o n a l  B i o c h e m i c a l ,  P h a rm a c ia  y 
Abel  1 ó O x íg e n o - L in d e  S . A .  Los p r o d u c t o s  r a d i a c t i v o s  se 
o b t u v i e r o n  de Amersham I n t e r n a t i o n a l  ( I n g l a t e r r a ) .
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2 .  METODOS

2 . 1 .  MANIPULACION DE LOS ANIMALES.

2 . 1 . 1 .  PROCEDIMIENTO DE ALCOHOLIZACION MEDIANTE DIETA 
LIQU ID A.  UT IL IZA C IO N  DE CONTROLES ISOCALORICOS 
"PAIR FED".

Aunque e x i s t e n  muchos p r o c e d i m i e n t o s  p a r a  a l c o h o l i 
z a r  a l o s  a n i m a l e s ,  se ha comprobado que uno de l o s  más 
c o m p le t o s  y e f i c a c e s  es  m e d ia n t e  l a  u t i l i z a c i ó n  de d i e t a s  
l í q u i d a s .  E s te  p r o c e d i m i e n t o  c o n s i s t e  en i n t r o d u c i r  e l  
a l c o h o l  en una m e z c la  de e l e m e n t o s  e s e n c i a l e s  ( p r o t e í n a s ,  
v i t a m i n a s ,  m i n e r a l e s  i n c l u i d o  Z n ,  e t c . )  de -forma que el  
a n i m a l ,  a l  mismo t ie m p o  que i n g i e r e  e l  a l c o h o l ,  toma l o s  
demás n u t r i e n t e s ,  e l i m i n a n d o  a s í  l a  d e s n u t r i c i ó n  que 
norm alm ente  acompafía a l  consumo de a l c o h o l .  Al mismo 
t i e m p o ,  con e s t e  p r o c e d i m i e n t o  se puede c o n s e g u i r  n i v e l e s  
c o n s t a n t e s  de a l c o h o l  en s a n g r e ,  s i m i l a r e s  a l o s  que se 
p r e s e n t a n  en humanos.

En g e n e r a l ,  p u e s to  que l o s  a n i m a l e s  s u e le n  t e n e r  una 
a v e r s i ó n  e s p o n tá n e a  a l  a l c o h o l ,  é s t e  se i n t r o d u c e  en l a  
d i e t a  de fo rm a  g r a d u a l ,  d u r a n t e  un p e r í o d o  de a d a p t a c i ó n  
de 7 - 8  d í a s .  La p a u t a  s e g u id a  d u r a n t e  e s t e  p e r í o d o  f u é  l a  
s i g u i e n t e :  l o s  p r i m e r o s  3 ó 4 d í a s  l a  d i e t a  c o n t e n í a  una 
c o n c e n t r a c i ó n  de a l c o h o l  de l  3% ( p / v ) ,  l o s  3 6 4 d í a s
s i g u i e n t e s  del  4%, y p o s t e r i o r m e n t e  ya  se i n c l u y ó  l a  con
c e n t r a c i ó n  f i n a l  des eada  del  5% ( D i e t a  I ) ,  que se mantuvo  
d u r a n t e  todo e l  t r a t a m i e n t o .  E s te  p e r í o d o  de a d a p t a c ió n  
no se tomó en c u e n ta  en n in g u n o  de l o s  e x p e r i m e n t o s  r e a -  
1 i z a d o s .

En g e n e r a l ,  l a s  r a t a s  se m a n t u v i e r o n  d u r a n t e  4 ó 5 
semanas con d i e t a  a l c o h ó l i c a ,  t r a n s c u r r i  das l a s  c u a l e s  
l o s  a n i m a l e s  e ran  t o l e r a n t e s  y d e p e n d i e n t e s  a l  a l c o h o l ,  
m o s tra n d o  s ín to m a s  de a b s t i n e n c i a  s i  se l e s  r e t i r a b a  
d i c h a  d i e t a  [ 7 6 , 8 0 , 1 4 8 1 .

O t r a  de l a s  v e n t a j a s  de l a  u t i l i z a c i ó n  de l a  d i e t a  
l í q u i d a  es l a  p o s i b i l i d a d  de r e a l i z a r  c o n t r o l e s  i s o c a l ó -  
r i c o s  ( l a s  c a l o r í a s  de l  e t a n o l  se s u s t i t u y e n  por  c a r b o h i 
d r a t o s )  y " p a i r  f e d "  o p a r a l e l a m e n t e  a l i m e n t a d o s  (m e d ia n 
te  l a  a d m i n i s t r a c i ó n  de l a  misma c a n t i d a d  de c om ida /K g  
p e s o / d í a  que i n g i e r e  e l  g rupo  a l c o h ó l i c o ) .  Los a n i m a l e s  
a l i m e n t a d o s  con e s t a  d i e t a  c o n t r o l  se m a n t u v i e r o n  d u r a n te  
un p e r í o d o  de t iem p o  s i m i l a r  a l  d e l  g ru p o  a l c o h ó l i c o ,  
d u r a n t e  e l  cua l  se a c o s tu m b ra ro n  a b e b e r  m e d i a n t e  e s t e  
nuevo s i s t e m a  a s í  como a l  nuevo sab o r  de l a  d i e t a .
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2 . 1 . 2 .  EXPOSICION PRENATAL AL ALCOHOL.
i

Después de 4 ó 5 semanas de t r a t a m i e n t o ,  l a s  hembras  
a l i m e n t a d a s  con d i e t a  l í q u i d a  ( a l c o h ó l i c a  y c o n t r o l )  a s í  
como o t r a s  que consumían d i e t a  s ó l i d a  y  agua "ad l i b " ,  se 
c r u z a r o n  con l o s  m achos.  T r a s  c o n f i r m a r  l a  g e s t a c i ó n ,  me
d i a n t e  l a  p r e s e n c i a  de e s p e r m a t o z o id e s  en e l  l a v a d o  v a g i 
n a l  ( d í a  0 de g e s t a c i ó n ) ,  l a s  r a t a s  se m a n t u v i e r o n  con 
sus  c o r r e s p o n d í  e n t e s  d i e t a s  d u r a n t e  l o s  %21 d í a s  de ges 
t a c i ó n ,  en j a u l a s  s e p a r a d a s .

La c a n t i d a d  de d i e t a  l í q u i d a  consumida -fué de %75 
m l / d í a ,  c o n s ig u ié n d o s e  unos n i v e l e s  de a l c o h o l  en san gre  
de %20 mM 1 2 1 8 , 2 2 4 3 ,  que son s i m i l a r e s  a l o s  e n c o n t r a d o s  
en m u j e r e s  a l c o h ó l i c a s  em barazadas  [ 9 2 3 .  Además, e s t o s  
n i v e l e s  son l o s  r e q u e r i d o s  en e l  e s t u d i o  de l a  t o x i c i d a d  
d e l  a l c o h o l  en m o d e lo s  a n i m a l e s  [ 2 , 2 8 , 2 4 4 3 .

A lg u n a s  hembras p r e f ía d a s  de cada  uno de l o s  3 g rupo s  
( a l c o h ó l i c o ,  " p a i r  f e d "  y  c o n t r o l  "ad  l i b " )  se d e s t i n a r o n  
a l a s  e x p e r i e n c i a s  r e a l i z a d a s  con f e t o s  de 21 d í a s .  Ese 
d í a  se s a c r i f i c a r o n  l o s  a n i m a l e s  ( d e c a p i t á n d o l o s  m e d ia n te  
g u i l l o t i n a ) ,  a b r i é n d o l e s  r á p id a m e n t e  l a  c a v i d a d  abdominal  
y  l o c a l i z a n d o  e l  ú t e r o  g r á v i d o .  In m e d ia ta m e n te  se s e p a r a 
r o n  l o s  f e t o s ,  de l o s  que se e x t r a j o  e l  c e r e b r o  o e l  h í 
g a d o ,  d e p e n d ie n d o  d e l  e x p e r i m e n t o  que se i b a  a r e a l i z a r .  
Con e l  f i n  de e v i t a r  v a r i a c i o n e s  de l a  e s t r u c t u r a  h e p a t o -  
c i t a r i  a d e b id a s  a l o s  r i t m o s  c i r c a d i a n o s  C863,  l a s  r a t a s  
se s a c r i f i c a r o n  s ie m p r e  a l a s  8 : 3 0  h o r a s .

Las  r e s t a n t e s  hem bras  p re f ía d as  que no se s a c r i f i c a 
r o n  l l e v a r o n  a t é r m i n o  su g e s t a c i ó n ,  s i e n d o  e s t r i c t a m e n t e  
v i g i l a d a s  d u r a n t e  l o s  d í a s  21 a 23  p a r a  c o n t r o l a r  l a  
f e c h a  e x a c t a  de l  n a c i m i e n t o  de l a s  c r í a s  ( d í a  0 de l a c -  
t a n c  i a ) .

2 . 1 . 3 .  EXPOSICION POSTNATAL AL ALCOHOL.

El número de c r í a s  p o r  camada se m antuvo  c o n s t a n t e  a 
8 - 1 0 ,  s a c r i f i c á n d o s e  e l  r e s t o  e l  d í a  d e l  n a c i m i e n t o .  Las  
c r í a s  se m a n t u v i e r o n  con sus r e s p e c t i v a s  m adres  h a s t a  que 
f u e r o n  s a c r i f i c a d a s  a l o s  12 d í a s  de l a c t a n c i a .

Las  m adres  s i g u i e r o n  a l im e n t á n d o s e  con sus c o r r e s 
p o n d i e n t e s  d i e t a s  ( a l c o h ó l i c a ,  " p a i r  f e d "  o c o n t r o l  "ad  
l i b " ) ,  aunque l a  c o m p o s ic ió n  de l a  d i e t a  l í q u i d a  v a r i ó  
l i g e r a m e n t e  ( D i e t a  I I )  d e b i d o  a l o s  m ayores  r e q u e r i m i e n 
t o s  p r o t e i c o s  d u r a n t e  e s t e  p e r í o d o .  I g u a l  que o c u r r i ó  
d u r a n t e  l a  g e s t a c i ó n ,  e l  g rupo  " p a i r  f e d "  r e c i b i ó  una 
c a n t i d a d  de d i e t a  r e s t r i n g i d a  o e q u i v a l e n t e  a l a  del  
g ru p o  a l c o h ó l i c o .  D u r a n t e  l a  l a c t a n c i a ,  l a s  madres  
c o n su m ie ro n  a l r e d e d o r  de 120 m l / d í a ,  l o  que c o n s e g u ía  que
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l a s  m adres  a l c o h ó l i c a s  t u v i e r a n  una a l c o h o l e m i a  de %30 
mM, m i e n t r a s  que 1 a de sus c r í a s  -fue de % 0 ,2 5  mM [2253  .

A l o s  12 d í a s  de l a c t a n c i a  se d e c a p i t a r o n  v a r i a s  
c r í a s  de cada camada <a l a s  8 : 3 0  h o r a s )  a b r i é n d o l e s  r á p i 
damente l a  c a v i d a d  abdominal  p a r a  o b t e n e r  e l  h í g a d o .  
D e b id o  a l  menor peso de l o s  h íg a d o s  de l a s  r a t a s  t r a t a d a s  
con a l c o h o l  [ 2 2 5 ] ,  se mató mayor número de c r í a s  ( 5 - 6 )  
que en e l  caso  de l o s  c o n t r o l e s  ( 4 - 5 ) ,  p a r a  o b t e n e r  un 
mismo peso f i n a l  de h íg a d o  < 3 - 4  g ) .

2 . 2 .  AISLAMIENTO Y CULTIVOS CELULARES.

2 . 2 . 1 .  AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS.

P a ra  e l  a i s l a m i e n t o  de h e p a t o c i t o s  se s i g u i ó  e l  p r o 
c e d i m i e n t o  de L o r e n z o  y c o i s .  C1413 con a l g u n a s  m o d i f i c a -  
c i o n e s .

Se p a r t i ó  de 3 - 4  g de h íg a d o  que se o b t u v i e r o n  de
4 - 6  r a t a s  de 12 d í a s  de eda d ,  o de 9 - 1 2  f e t o s  de 21 d í a s ,  
c u y a s  m adres  e r a n  c o n t r o l e s  o t r a t a d a s  con a l c o h o l .  Los  
h í g a d o s  se l a v a r o n  en l a  s o l u c i ó n  A (e n  mM: NaHCOa, 2 3 , 4 ;  
MgS04- 7 H a0 1 , 2 ;  NaCl , 1 1 9 , 2 ;  KC1 , 4 , 5 ;  KHaP04, 1 , 2 ;  EGTA, 
0 , 5 ) ,  se t r o c e a r o n  y se in cu b a ro n  en 15 mi de l a  misma  
s o l u c i ó n  d u r a n t e  30 min con l a  f i n a l i d a d  de e l i m i n a r  l a  
s a n g r e .  Todos l o s  p r o c e s o s  de in c u b a c ió n  se r e a l i z a r o n  en 
un bafío de a g i t a c i ó n  a 3 7 * C ,  e s t a n d o  l a s  c é l u l a s  c o n s t a n 
te m e n te  o x ig e n a d a s  con carbógeno  ( 0 a /C 0 a, 9 5 X / 5 X ) .

T r a n s c u r r i  dos l o s  30 m in ,  l a  s u s p e n s ió n  c e l u l a r  se  
c e n t r i f u g ó  a 35  x g d u r a n t e  2 m in ;  e l  p r e c i p i t a d o  se 
r e s u s p e n d i ó  en 15 mi de s o l u c i ó n  B ( s o l u c i ó n  s a l i n a  de
K r e b s - H e n s e 1e i t : s o l u c i ó n  A s i n  EGTA, con C a C la 2 , 5  mM)
que c o n t e n í a  7 , 5  mg de c o l a g e n a s a  ( B o e h r i n g e r )  y se 
incubó d u r a n t e  60 m in .  Pasado e s t e  t ie m p o  l a  s u s p e n s ió n
se f i l t r ó  por  una m a l l a  N i t e x  con p o r o s  de 500 y 90 l*m de
tamafio ,  p a r a  e l i m i n a r  l o s  agreg ad o s  c e l u l a r e s ;  se c e n t r i 
f u g ó  a 35  x g d u r a n t e  2 min y e l  p r e c i p i t a d o  se r e s u s p e n 
d i ó  en d i f e r e n t e s  m e d io s ,  d ep e n d ie n d o  d e l  e x p e r i m e n t o  a 
r e a l i z a r .  Todas  l a s  c e n t r i f u g a c i o n e s  se r e a l i z a r o n  a 
t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e .

2 . 2 . 2  AISLAMIENTO Y CULTIVO DE ASTROCITOS.

Los c u l t i v o s  p r i m a r i o s  de a s t r o c i t o s  se r e a l i z a r o n
según una t é c n i c a  basada  en l a  d e s c r i t a  por  H e r t z  y c o i s .
C983 y S e n s e n b re n n e r  y c o i s .  [ 2 3 2 3 .  Se u t i l i z a r o n  r a t a s
p r e f ía d a s  de 21 d í a s ,  c o n t r o l e s  o t r a t a d a s  con a l c o h o l ,
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empleándose p a r a  cada c u l t i v o  todos  l o s  c e r e b r o s  de l a  
camada de una s o l a  r a t a .

Todo e l  p ro c e s o  que se d e s c r i b e  a c o n t i n u a c i ó n  se 
r e a l i z ó  en c o n d i c i o n e s  e s t é r i l e s .  Luego de d e c a p i t a r  a l a  
r a t a  se sac a ro n  l o s  - f e t o s ,  l o s  c u a l e s  a su vez -fueron  
d e c a p i t a d o s  p a r a  e x t r a e r  sus  h e m i s - f e r i o s  c e r e b r a l e s .  Se 
s e p a r a r o n  cu id ad o sam en te  l o s  b u l b o s  o l f a t o r i o s ,  h i p o 
campo, g a n g l i o s  b á s a l e s  y  m e n in g e s .  Los h e m is - fe r io s  se 
l a v a r o n  en medio  de c u l t i v o  c o m p le to  que c o n t e n í a  20'/. de 
s u e r o  b o v in o  f e t a l  (SBF) i n a c t i v a d o  < T a b l a  4 ) ;  se d i s g r e 
garon  m e d ia n t e  a s p i r a c i ó n ,  p r i m e r o  con una p i p e t a  de 10 
mi y lu e g o  con una p i p e t a  P a s t e u r ,  y l a  s us pens ión  r e s u l 
t a n t e  se a g i t ó  en un v é r t e x  a máxima v e l o c i d a d  d u r a n t e  1 
min p a r a  d e s t r u i r  l a s  n eu ro n a s  p r e s e n t e s .  La su s p en s ió n  
c e l u l a r  se f i l t r ó  a t r a v é s  de una m a l l a  N i t e x  con p o r o s  
de 80 Hm de tamaflo ( p a r a  e l i m i n a r  c a p i l a r e s  s a n g u ín e o s  y 
a g re g a d o s  c e l u l a r e s ) ,  r e s u s p e n d ié n d o s e  en e l  m edio  com
p l e t o ,  en una p r o p o r c i ó n  de 15 m l / c e r e b r o .  Se s ed im en tó  
en p l a c a s  de c u l t i v o  de 2 cm de d i á m e t r o ,  con una c a p a 
c i d a d  de 2 m l / p l a c a ,  l o  que e q u i v a l e  a 7 , 5  
p l a c a s / c e r e b r o .

A a l g u n a s  de e s t a s  p l a c a s  se l e s  a f iad ió  e t a n o l  a l  
m edio  de c u l t i v o  p a r a  o b t e n e r  una c o n c e n t r a c i ó n  f i n a l  de 
25  ó 100 mM; e s t o s  n i v e l e s  son s i m i l a r e s  a l o s  e n c o n t r a 
dos en s a n g re  de a l c o h ó l i c o s  c r ó n i c o s ,  o t r a s  una i n t o x i 
c a c i ó n  aguda moderada de a l c o h o l ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  t a n t o  
en humanos como en a n i m a l e s  e x p e r i m e n t a l e s .

Las  p l a c a s  con l a  s u s p e n s ió n  c e l u l a r  se in cu b a ro n  en 
una e s t u f a  húmeda de C O a /a i re  (5%/95%> a 37*  C. El m ed io  
de c u l t i v o  se cambió cada 3 ó 4 d í a s  por  m ed io  nuevo ,  e l  
c u a l  c o n t e n í a  una c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o s  v a r i a b l e ,  
según l a  edad de l  c u l t i v o  ( T a b l a  4 ) .

El c r e c i m i e n t o  de a s t r o c i t o s  se c o n t r o l ó  t a n t o  
b i o q u í m i c a  como m o r f o l ó g i c a m e n t e ,  tomando m u e s t r a s  a 
d i f e r e n t e s  d í a s  de c u l t i v o ,  e l  cua l  se mantuvo  n o r m a l 
mente  d u r a n t e  28 d í a s .  D u r a n te  e s t e  p e r í o d o  se a n a l i z ó  
t a n t o  e l  c r e c i m i e n t o  como l a  m a d u ra c ió n  c e l u l a r .



TABLA 4 .  M ed io  u t i l i z a d o  p a r a  e l  c u l t i v o  de a s t r o c i t o s  
( p a r a  1 1 ) .  i

SBF i n a c t i v a d o
<57* C/3Q min)  <ml)

D - g l u c o s a  <g>

B i c a r b o n a t o  s ó d ic o  ( g )

Fungí  zona <mg>

Ant  i bi  ó t  i eos :

pen i c i 1 i na <U)

e s t r e p t o m i c i n a  <mg>

M e d io  E a g le  m o d i f i c a d o
de D u lb e c c o  ( G i b c o )  ( g )

semanas

1 *  2»  3 * y 4 *

200  100  100

4 , 4 2

3 , 7  3 , 7  3 , 7

10 10 10

1000  1000  1000

1 1 1

10 10 10

El pH del  m edio  se a j u s t ó  a 6 , 9  con HC1, f i l t r á n d o s e  
l u e g o  a t r a v é s  de M i l l i p o r e  0 , 2  Hm. Los a n t i b i ó t i c o s  y e l  
SBF se a ñ a d ie r o n  lu e g o  de f i l t r a r  e l  m e d io ,  en e l  momento 
de u t  i 1 i z a r 1 o .
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2 . 3 .  ESTUDIO DE LOS HEPATOCITOS.

2 . 3 . 1 .  S IN T E S IS  DE PROTEINAS.

P a ra  e l  e s t u d i o  de l a  s í n t e s i s  de p r o t e í n a s  se 
u t i l i z ó  e l  a m in o á c id o  l e u c i n a ,  m arcado  r a d i a c t i v a m e n t e  
con t r i t i o .  La i n c o r p o r a c i ó n  de a m in o á c id o s  marcados  
r a d i a c t i v a m e n t e  en l a s  c é l u l a s  p e r m i t e  e s t u d i a r  t a n t o  l a  
c a n t i d a d  como l o s  l u g a r e s  de s í n t e s i s  y v í a s  de m i g r a c i ó n  
de l a s  p r o t e í n a s  en e l  i n t e r i o r  de l a s  c é l u l a s .  E s to  se 
puede e s t u d i a r  t a n t o  por  métodos b i o q u í m i c o s  como a u t o -  
r r a d i  o g r á f  i e o s .

Según e l  método a u t o r r a d í  ográ-f  i c o 9 l a  r a d i a c t i v i d a d  
r e t e n i d a  en l a s  c é l u l a s  se d e b e ,  en un 9 1 -9 7 % ,  a l  am ino
á c i d o  marcado u n id o  a p r o t e í n a s  [ 4 9 1 .  El o r g á n u l o  que 
a p a r e c e  marcado en t ie m p o s  c o r t o s  de i n c o r p o r a c i ó n  c o 
r r e s p o n d e  con e l  l u g a r  de l a  s í n t e s i s  de l a s  p r o t e í n a s ,  y 
l o s  l u g a r e s  en l o s  que ap a re c e n  d u r a n t e  l a s  s u b s i g u i e n t e s  
des m a rc a s ,  r e p r e s e n t a n  d i s t i n t a s  e t a p a s  de l a  m i g r a c i ó n  
de l a s  p r o t e í n a s  ya s i n t e t i z a d a s .

P a r a  e s t u d i a r  l a  s í n t e s i s  de p r o t e í n a s  de l o s  h e p a -  
t o c i t o s  " i n  v i  t r o " ,  se u t i l i z a r o n  - fe to s  de 21 d í a s  de 
g e s t a c i ó n ,  de m adres  c o n t r o l e s  o t r a t a d a s  con e t a n o l , de 
l o s  que se o b t u v i e r o n  3 - 4  g de h í g a d o .

Una vez  a i s l a d a s  l a s  c é l u l a s  y o b t e n i d o  e l  p r e c i p i 
ta d o  de h e p a t o c i t o s ,  se r e s u s p e n d i e r o n  en 15 mi de MEM, 
2mM g l u t a m i n a ,  BSA a l  1% <pH 7 , 4  a 37" C) , - f i l t r á n d o s e  l a  
s u s p e n s ió n  c e l u l a r  p o r  s u c e s i v a s  m a l l a s  N i t e x  con p o ro s  
de 90 y 60  Hm.

Las c é l u l a s  se c o n t a r o n  y d i l u y e r o n  a una c o n c e n t r a 
c ió n  de 10* c é l u l a s / m l  de m e d io ,  a ñ a d ié n d o s e  1 H C i /m l  
de aH - 4 - 5 - L - l e u c i  na ( a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  de 52 C i /m m o l )  
e incubándose  d u r a n t e  5 ó 60 m in .  La s u s p e n s ió n  c e l u l a r  
se m antuvo  c o n s ta n te m e n te  o x ig e n a d a  con c a r b ó g e n o  y en un 
baño de a g i t a c i ó n  a 37" C.

T r a n s c u r r i d o  e l  t ie m p o  de i n c u b a c ió n  l a  s u s p e n s ió n  
de h e p a t o c i t o s  se c e n t r i f u g ó  a 45  x g ( t e m p e r a t u r a  
a m b i e n t e )  d u r a n t e  2  m in .  El p r e c i p i t a d o  se r e s u s p e n d i ó  en 
MEM que c o n t e n í a  100 Hg/ml de l e u c i n a  y BSA a l  1%, y se 
v o l v i ó  a c e n t r i f u g a r  en l a s  mismas c o n d i c i o n e s  p a r a  
e l i m i n a r  a l  máximo l a  8H - l e u c i n a  no i n c o r p o r a d a  por  l a s  
c é l u l a s .  Por ú l t i m o ,  e l  p r e c i p i t a d o  se r e s u s p e n d i ó  en el  
mi smo medi o .

A l o s  0 ,  15 ,  3 0 ,  60 y 90 min de i n c u b a c ió n  en m edio  
s i n  i s ó t o p o  ( t i e m p o s  de d e s m a r c a ) ,  se c e n t r i f u g ó  una 
a l í c u o t a  de 1 mi de l a  s u s p e n s ió n  c e l u l a r  ( 1 0 *  c é l u l a s )  a
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8 . 0 0 0  x g d u r a n t e  5 min <4BC ) .  El p r e c i p i t a d o  se la v ó  dos
v ec e s  con TCA al  5%, re s u s p e n d ié n d o s e  e l  p r e c i p i t a d o
• f in a l  en 0 , 2 5  mi de K0H 0 , 2  M, m id ié n d o s e  por ú l t i m o  l a
c o n c e n t r a c i ó n  de p r o t e í n a s .

La r a d i a c t i v i d a d  se d e t e r m in ó  en e l  s o b re n a d a n te  a s í  
como en e l  p r e c i p i t a d o  - f in a l  de cad a  uno de l o s  t iem pos  
de des m a rca .

P a ra  e l  e s t u d i o  de l a  s í n t e s i s  de p r o t e í n a s  m e d ia n te  
au t o r r a d i  ogr  a - f í a ,  se s i g u i ó  e l  método a n t e r i o r  p e ro  
incubando  l a  s u s p e n s ió n  de h e p a t o c i t o s  con 200 HC i /m l  con 
l a  misma * H - l e u c i n a  d u r a n t e  5 m i n .  Se h i c i e r o n  l a s  
desm arcas  a l o s  0 ,  1 5 ,  30 y 60 m in ,  c e n t r i f u g a n d o  en l a s  
mismas c o n d i c i o n e s ,  y e l  p r e c i p i t a d o  f i n a l  se p rocesó  
p a r a  su e s t u d i o  u l t r a e s t r u c t u r a l . Se u t i l i z ó  e l  p r e c u r s o r  
a d o s i s  ta n  a l t a s  porque  l a  a u t o r r a d i o g r a f í a  es  mucho
menos s e n s i b l e  que e l  método a n t e r i o r ,  p e r o  t i e n e  l a  ven 
t a j a  de l o c a l i z a r  d e n t r o  de l a  c é l u l a  l a s  p r o t e í n a s  s i n 
t e t i z a d a s ,  a l o  l a r g o  de todo  e l  p r o c e s o .

2 . 3 . 2 .  S IN T E S IS  DE GLIC0PR0TEINAS.

Las g l i c o p r o t e í ñ a s ,  que c o n s t i t u y e n  l a  inmensa mayo
r í a  de l a s  p r o t e í n a s  c e l u l a r e s ,  son cad enas  p o l i p e p t í -  
d i c a s  a l o  l a r g o  de l a s  c u a l e s  se i n s e r t a n  cad enas  de 
o l i g o s a c á r i  dos y en cuya  s í n t e s i s  i n t e r v i e n e n  v a r i o s  
o r g á n u l o s  c e l u l a r e s .

Los e s q u e l e t o s  p o l i p e p t í d i  eos se s i n t e t i z a n  en l o s  
p o l i  somas a d h e r i d o s  a l  r e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  rugoso  
< R E r ) . El p r i m e r  paso de g l i  eos i 1a c i ó n  se r e a l i z a  en e l  
i n t e r i o r  de l  REr d o n d e ,  a to d as  l a s  cadenas  p o l i p e p t í -  
d i c a s  d e s t i n a d a s  a l  a p a r a t o  de G o l g i ,  se l e  afiade l a  
misma m o l é c u l a  de ol  i g o s a c á r i  dos Cque c o n t i e n e  14 m o lé 
c u l a s  de a z ú c a r ,  9 de l a s  c u a l e s  son m a ñ o s a ) .  Después de 
p e r d e r  4 m o l é c u l a s  de a z ú c a r  ( i n c l u i d a  1 de mañosa) en e l  
mismo R E r ,  son t r a n s f e r i d a s  a l a  zona  " c i s "  de l  a p a r a t o  
de G o l g i .  Una vez  a l l í ,  cad a  g l i c o p r o t e í n a  s u f r i r á  unas  
t r a n s f o r m a c i o n e s  d i f e r e n t e s ,  d e p e n d ie n d o  de su d e s t i n o :  
l a s  d e s t i n a d a s  a l o s  1 isosomas r e c i b e n  g ru p o s  f o s f a t o  s i n  
p e r d e r  más m o l é c u l a s  de a z ú c a r ,  m i e n t r a s  que l a s  
g l i c o p r o t e í ñ a s  d e s t i n a d a s  a s e c r e c i ó n  y l a s  d e s t i n a d a s  a 
l a  membrana p l a s m á t i c a ,  p i e r d e n  l a  m a y o r í a  de sus maño
s a s ,  a l a  vez que ganan á c i d o  s i á l i c o ,  g a l a c t o s a  y N - a c e -  
t i  1g l u c o s a m i n a , p r i n c i p a l m e n t e  en l a  zona " t r a n s "  del  
a p a r a t o  de G o lg i  C2123.

P a ra  e l  e s t u d i o  de l a  g l i  eos i 1a c i ó n  de p r o t e í n a s  se 
u t i l i z a r o n  p r e c u r s o r e s  marcados con t r i t i o ,  e l i g i é n d o s e  
un a z ú c a r  que es i n c o r p o r a d o  en l o s  p r i m e r o s  pasos de l a  
g l i  eos  i 1a c i ó n , l a  m añosa,  y o t r o  que se i n c o r p o r a  al
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f i n a l  del  p r o c e s o ,  l a  g a l a c t o s a ,  como se ha comentado  
a n t e r i o r m e n t e .  U t i l i z a m o s  h e p a t o c i t o s  a i s l a d o s  de f e t o s  
de 21 d í a s ,  de madres  c o n t r o l e s  o t r a t a d a s  con a l c o h o l .

La su s p en s ió n  de h e p a t o c i t o s  a i s l a d o s  ( 1 0 *  
c é l u l a s / m l >  se incubó con 1 H C i /m l  de aH-manosa ó 1 , 2  
H C i /m l  de aH - g a l a c t o s a  ( a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  de 9 , 4  y  6 , 9  
C i / m m o l , r e s p e c t i v a m e n t e ) .  Después de una in c u b a c ió n  de 5 
min l a  s u s p en s ió n  c e l u l a r  se c e n t r i f u g ó  a 45  x g a 
t e m p e r a t u r a  a m b ie n te  d u r a n t e  2 m in ;  e l  p r e c i p i t a d o  se 
r e s u s p e n d i ó  en MEM con BSA a l  VA que c o n t e n í a  5 mM de 
mañosa y 10 mM de p i r u v a t o  s ó d i c o ,  ó 5 mM de g a l a c t o s a ,  
según se h u b ie s e  in c o r p o r a d o  aH-manosa o aH - g a l a c t o s a ,  
r e s p e c t i v a m e n t e .  Se v o l v i ó  a c e n t r i f u g a r  en l a s  mismas  
c o n d i c i o n e s  p a r a  e l i m i n a r  a l  máximo l o s  a z ú c a r e s  r a d i a c 
t i v o s  no i n c o r p o r a d o s  p o r  l a s  c é l u l a s ,  re s u s p e n d ié n d o s e  
de nuevo en sus r e s p e c t i v o s  m e d io s .

A l o s  0 ,  15 ,  60 y 180 min de desmarca  se tomó 1 mi 
( 1 0 *  c é l u l a s )  de l a  s u s p e n s ió n  c e l u l a r ,  c e n t r i f u g á n d o s e  a
8 . 0 0 0  x g ( 4 * 0  d u r a n t e  5 m in .  El p r e c i p i t a d o  se l a v ó  2 
v e c e s  con TCA a l  5%, r e s u s p e n d ié n d o s e  e l  p r e c i p i t a d o  
f i n a l  en 0 , 2 5  mi de K0H 0 , 2  M, donde se m id ió  l a  concen
t r a c i ó n  de p r o t e í n a s .

La r a d i a c t i v i d a d  se d e t e r m in ó  en e l  s o b re n a d a n te  a s í  
como en e l  p r e c i p i t a d o  f i n a l  de cada  uno de l o s  t iem p o s  
de des m a rca .

P a ra  e l  e s t u d i o  de l a  g l i  cos í  1a c i ó n  de p r o t e í n a s  
m e d ia n t e  a u t o r r a d i o g r a f í a ,  se s i g u i ó  e l  método a n t e r i o r  
p e r o  incubando l o s  h e p a t o c i t o s  d u r a n t e  5 min con 100 ó 
120 H C i /m l  con l a s  mismas 5H-manosa o aH - g a l a c t o s a ,  
r e s p e c t i v a m e n t e .  Se r e a l i z a r o n  desm arcas  de 0 ,  1 5 ,  60 y
180 m in ,  c e n t r i f u g a n d o  en l a s  mismas c o n d i c i o n e s ,  y 
p ro c e s a n d o  e l  p r e c i p i t a d o  f i n a l  de h e p a t o c i t o s  p a r a  su 
e s t u d i o  u l t r a e s t r u c t u r a l . La j u s t i f i c a c i ó n  de l  uso de 
d o s i s  tan  a l t a s  p a r a  e l  e s t u d i o  de l a  s í n t e s i s  de 
g l i c o p r o t e í ñ a s  por  m ed io  de a u t o r r a d i o g r a f í a s , queda  
r e f l e j a d a  en e l  a p a r t a d o  2 . 3 . 1 .

2 . 3 . 3 .  SEPARACION DE SUBPOBLACI0NES HEPAT0CITARIAS POR 
GRADIENTE DE DENSIDAD.

P a ra  e l  e s t u d i o  de l a s  s u b p o b l a c i o n e s  de h e p a t o c i t o s  
se u t i l i z a r o n  r a t a s  de 12 d í a s  de edad p o s t n a t a l ,  ya  que 
l o s  h e p a t o c i t o s  no p r e s e n t a n  h e t e r o g e n e i d a d  m e t a b ó l i c a  
h a s t a  esa  edad [ 1 0 9 , 1 1 1 3 .

Una vez  a i s l a d o s  l o s  h e p a t o c i t o s  y o b t e n i d o  e l  p r e 
c i p i t a d o  c e l u l a r ,  se r e s u s p e n d i ó  en l a  s o l u c i ó n  C ( s o l u 
c i ó n  A con BSA a l  VA, v e r  a p a r t a d o  2 . 2 . 1 . )  y se f i l t r ó
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por  s u c e s i v a s  m a l l a s  N i t e x  con po ro s  de 90 y 60 Pm. P a ra  
e l i m i n a r  l a s  c é lu la s ^  m u e r t a s  se al iad i ó 0 , 1 5  mg/ml de 
t r i p s i n a  y 0 , 1 0  mg/ml de DNAasa, a g i t á n d o s e  d i c h a  
susp en s ió n  c e l u l a r  d u r a n t e  2 m in ,  t r a n s c u r r i d o s  l o s  
c u a l e s  se a f ía d ió  0 , 3  mg/ml de un i n h i b i d o r  de l a  t r i p s i n a  
( t i p o  I ,  S igma)  p a r a  d e t e n e r  e l  p r o c e s o .  Las c é l u l a s  se 
c e n t r i  f u g a r o n  a 35  x g d u r a n t e  2 m in ,  r e s u s p e n d ié n d o s e  e l  
p r e c i p i t a d o  c e l u l a r  en 15 mi de s o l u c i ó n  A y f i l t r á n d o s e  
por  una m a l l a  N i t e x  con p o r o s  de 35  Pm. D u r a n te  todo  e l  
p r o c e s o  se mantuvo l a  o x i g e n a c i ó n  con c a r b ó g e n o .

De l a  s u s p e n s ió n  o b t e n i d a  se tomaron a l í c u o t a s  p a r a  
m e d i r  l a  v i a b i l i d a d  y e l  número de c é l u l a s ,  a s í  como 
d i v e r s o s  p a r á m e t r o s  b i o q u í m i c o s  y a n á l i s i s  con e l  c i t o -  
f l u o r í m e t r o  de f l u j o .  El  r e s t o  se u t i l i z ó  p a r a  l a  s e p a r a 
c i ó n  de s u b p o b l a c i o n e s  h e p a t o c i t a r i  as  en g r a d i e n t e  de 
dens i  dad .

D ic h o  g r a d i e n t e  de d e n s id a d  se c o n f e c c i o n ó  d i l u y e n d o  
P e r c o l 1 ( P h a r m a c ia )  en agua h a s t a  c o n s e g u i r  d i f e r e n t e s  
s o l u c i o n e s  cuy as  d e n s i d a d e s ,  a 2 2 BC, e r a n :  1 , 0 7 7 ,  1 , 0 8 6 ,  
1 , 0 8 9 ,  1 , 0 9 5 ,  1 , 1 0 1 ,  1 , 1 0 7 ,  1 , 1 1 2  y 1 , 1 1 9  g /cm 9; to d a s
e s t a s  s o l u c i o n e s  c o n t e n í a n  una c o n c e n t r a c i ó n  f i n a l  de 
0 , 1 5  M NaCl y BSA a l  VA. Se p r e p a r ó  un g r a d i e n t e  d i s c o n 
t i n u o  d e p o s i t a n d o  s u c e s iv a m e n t e  1 , 5  mi de l a s  s o l u c i o n e s  
de P e r c o l 1 ,  de mayor a menor d e n s i d a d ,  en 6 tu b o s  s i  1 i — 
co n a d o s ,  usando p a r a  e l l o  un fo r m a d o r  de g r a d i e n t e s .  
Sobre  é s t o s  se d e p o s i t a r o n  2 , 2  mi de s u s p e n s ió n  de hep a 
t o c i t o s  ( 4  x 10* c é l u l a s / m l )  y se c e n t r i f u g ó  a 600 x g a 
12*C  d u r a n t e  20 min ( F i g .  3 ) .  T r a n s c u r r i d o  e s t e  t ie m p o  se 
r e c o l e c t a r o n  l a s  d i f e r e n t e s  bandas c e l u l a r e s  m e d ia n t e  
a s p i r a c i ó n ,  u n ié n d o s e  l a s  c é l u l a s  de l a  misma banda de 
l o s  6 tu b o s  c e n t r i f u g a d o s .

P a r a  e l i m i n a r  e l  P e r c o l 1 ,  cada f r a c c i ó n  c e l u l a r  se 
d i l u y ó  en l a  s o l u c i ó n  C, c e n t r i f u g á n d o s e  a c o n t i n u a c i ó n  a 
4 2 5  x g ( 1 2 " C )  d u r a n t e  15 m in .  E s t a  o p e r a c i ó n  se r e p i t i ó  
dos v e c e s .  En e l  ú l t i m o  p r e c i p i t a d o  de cada f r a c c i ó n  
a i s l a d a  se d e t e r m in ó  l a  v i a b i l i d a d  c e l u l a r ,  se r e a l i z ó  un 
a n á l i s i s  con e l  c i t o f 1u o r í m e t r o  de f l u j o ,  y a c o n t i 
n u a c ió n  se d i v i d i e r o n  en dos p a r t e s  cada uno de l o s  
p r e c i p i t a d o s ;  una p a r t e  se u t i l i z ó  p a r a  m e d i r  a c t i v i d a d e s  
e n z i m á t i c a s  y l a  o t r a  se f i j ó  con g l u t a r a l d e h í d o  p a r a  l o s  
e s t u d i o s  u l t r a e s t r u c t u r a l e s .

La v i a b i l i d a d  c e l u l a r  se d e t e r m in ó  por  e l  t e s t  de 
e x c l u s i ó n  de a z u l  t r i p á n .  La p r e s e r v a c i ó n  de l o s  h e p a t o 
c i t o s  se c o n f i r m ó  t a n t o  por  m i c r o s c o p í a  de c o n t r a s t e  de 
f a s e s  como por  s e c c i o n e s  s e m i f i n a s  ( 2  H m ) .

P a r a  r e a l i z a r  l o s  a n á l i s i s  e n z i m á t i c o s  se c e n t r i f u 
g a ro n  l a s  d i s t i n t a s  f r a c c i o n e s  c e l u l a r e s  a 4 25  x g ( 1 2 * C )  
d u r a n t e  15 m in .  Los p r e c i p i t a d o s  r e s u l t a n t e s  se r e s u s -
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D e n s i  d a d :

1,086

1.089

1.095 ( 1 2* C)

A g r e g a d o s , e t c .

min
F2
F3
F4
F5
F6

F i g u r a  3 .  S e p a r a c ió n  en s u b p o b la c io n e s  de lo s  h e p a t o c i t o s  
a i s l a d o s  de r a t a s  de 12 d í a s .  Se d e p o s i t a r o n  2 , 2  mi de 4 
x 10* c é l u l a s / m l  sobre  un g r a d i e n t e  d i s c o n t i n u o  de so
l u c i o n e s  de P e r c o l 1,  de d e n s id a d e s  e n t r e  1 , 0 7 7  y 1 , 1 1 9 .  
T r a s  c e n t r i f u g a r  a 600 x g d u r a n te  20 min <a 12"C) se ob
t u v i e r o n  6 s u b p o b la c io n e s  c e l u l a r e s  que se r e p i t i e r o n  en 
todos  l o s  e x p e r im e n t o s .
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p e n d ie r o n  en tampón 10 mM HEPES que c o n t e n í a  T r i t ó n  X - 1 0 0  
a l  I X ,  y se c o n g e l a r o n  a  - 8 0 " C.  Al d í a  s i g u i e n t e  se d es 
c o n g e l a r o n  y  c o n g e l a r o n  3 v e c es  y  se hom ogene izaron  p a r a  
romper  a l  máximo l a s  c é l u l a s .  Los a n á l i s i s  e n z i m á t i c o s  se  
r e a l i z a r o n  tomando a l í c u o t a s  de e s t o s  homogenados.

2 . 3 . 4 .  METODO UTIL IZADO PARA A N A LIS IS  ULTRAESTRUCTURALES.

2 . 3 . 4 . 1 .  PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Tod as  l a s  m u e s t r a s  que iban a s e r  o b j e t o  de e s t u d i o  
u l t r a e s t r u c t u r a l  se l a v a r o n  3 v e c e s  en tampón BSA al  I X ,  
c e n t r i f u g á n d o s e  a 90 x g d u r a n t e  15 min cada  v e z .  Los  
p r e c i p i t a d o s  se f i j a r o n  a 4 * C  con g l u t a r a l d e h í d o  a l  I X  y 
f o r m a l d e h i d o  a l  0 , 7 X  en tampón c a c o d i l a t o  0 , 0 5  M (pH 7 , 4  
a 4 a C,  2 mM CaCI», o s m o l a r i d a d  300 mOsm) .

Después de 15 min l o s  s e d im e n to s  c e l u l a r e s  se despe
g aro n  y  se f i j a r o n  o t r o s  15 min con f i j a d o r  n u e vo .  A con
t i n u a c i ó n  se c o r t ó  cada s e d im e n t o  en unos 30 b lo q u e s  pe
quemos (d e  fel mm8) . De cad a  g ru p o  de b lo q u e s  se e l i g i e r o n  
8 a l  a z a r ,  l o s  c u a l e s  se f i j a r o n  en e l  mismo f i j a d o r  a 
4 aC d u r a n t e  30 m in ;  a c o n t i n u a c i ó n  se l a v a r o n  con tampón 
c a c o d i l a t o  a 4 a C d u r a n t e  2 h y  p o s t e r i o r m e n t e  se f i j a r o n  
con una s o l u c i ó n  de 0 s 0 4 a l  0 , 2 X  y  f e r r o c i a n u r o  p o t á s i c o  
a l  0 , 8 X ,  m a n te n ié n d o s e  en o s c u r i d a d  y a t e m p e r a t u r a  am
b i e n t e  d u r a n t e  3  h .

T r a n s c u r r i d o  e s t e  t i e m p o  se l a v a r o n  con e l  tampón 
c a c o d i l a t o  y  se t i f l e r o n  en b lo q u e  con una s o l u c i ó n  acuosa  
de a c e t a t o  de u r a n i l o  a l  0 , 5 X ,  en o s c u r i d a d  y a tem pera 
t u r a  a m b ie n te  d u r a n t e  45  m i n .  P o s t e r i o r m e n t e  se d e s h i d r a 
t a r o n  por  pas es  s u c e s i v o s  en a c e t o n a  de c o n c e n t r a c i ó n  
c r e c i e n t e  y  se i n c l u y e r o n  en r e s i n a  V e s t o p a l .

P a r a  l o s  e s t u d i o s  e s t e r e o l ó g i e o s  se s i g u i e r o n  m éto
dos e s t á n d a r  [ 4 1 , 2 7 4 3 .  P a r a  e l l o  se e l i g i e r o n  a l  a z a r  3 
b l o q u e s  de cada g ru p o  de 8 de cada e x p e r i m e n t o .  De cada  
b lo q u e  se h i c i e r o n  4 s e c c i o n e s  u l t r a f i n a s  con e l  u l t r a -  
m ic ro to m o  ( c o l o r  de i n t e r f e r e n c i a ,  p l a t a )  a i n t e r v a l o s  
i g u a l e s ,  no i n f e r i o r e s  a 200l*m.

2 . 3 . 4 . 2 .  TECNICA DE CITOQUIMICA.

P a r a  l a  d e m o s t r a c ió n  c i t o q u í m i c a  de l a  UDPasa, que 
e s  un m a rc a d o r  e s p e c í f i c o  de l a  zona " t r a n s "  de l  a p a r a t o  
de G o l g i ,  se s i g u i ó  l a  t é c n i c a  d e s c r i t a  por  R e n a u - P iq u e 
r a s  y c o i s .  [ 2 0 3 3 .  La UDPasa c a t a l i z a  l a  s i g u i e n t e  r e a c 
c i ó n :
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g a l a c t o s y l  t r a n s - f e r a s a
UDP-Gal + GlcNAc ------------------------------------- ► UDP + G lcNAc-Gal

Mm*"
UDPasa 

UMP + Pi Ce)

El Pi se d e t e c t a  con e l  c l o r u r o  de c e r i o  ( C e C l fl) .

Las  m u e s t r a s  se - f i j a r o n  a 4* C con gl u t a r a l  d e h í  do al  
2 /. en tampón c a c o d i l a t o  (pH 7 , 2 ) ,  que c o n t e n í a  s a c a r o s a  
a l  5 X .  Después de 15 min se c o r t a r o n  en unos 15 b lo q u e s  
pequeffos .  De cada g rupo  de b lo q u e s  se e l i g i e r o n  6 a l  
a z a r ,  l o s  c u a l e s  se f i j a r o n  con l a  s o l u c i ó n  de g l u t a r a l -  
d e h íd o  d u r a n t e  45  m in ;  a c o n t i n u a c i ó n  se l a v a r o n  3 v e c e s  
en un tampón de r e a c c i ó n  a p r o p i a d o  y se i n t r o d u j e r o n  en 
e l  mismo tampón que c o n t e n í a  DMSO a l  10X. Después de 60  
m in ,  se c o n g e la r o n  con is o p e n ta n o  e n f r i a d o  con n i t r ó g e n o  
l í q u i d o  y se o b t u v i e r o n  s e c c i o n e s  de 20 Fm.

Las s e c c io n e s  se p r e i n c u b a r o n  a 3 7 * C en medio  s i n  
s u s t r a t o  d u r a n t e  60 m in .  A c o n t i n u a c i ó n  se ensayó l a  
a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  m e d i a n t e  l a  in m e rs ió n  de l a s  s e c c i o 
nes  en l a  s o l u c i ó n  a d e c u a d a ,  que c o n t e n í a  io n e s  de c e r i o  
como a g e n te  de c a p t u r a .  Las m u e s t r a s  se in cu b a ro n  a 3 7 * C 
en un bafío de a g i t a c i ó n  d u r a n t e  90 min (cam b ian d o  e l  
m edio  a 1 os 45 m i n ) .  La r e a c c i ó n  se d e t u v o  l a v a n d o  l a s  
s e c c i o n e s  en tampón c a c o d i l a d o  y a c o n t i n u a c i ó n  se v o l v i ó  
a f i j a r  con g l u t a r a l  d e h íd o  f r í o .  Las m u e s t r a s  se f i j a r o n  
en 0 s 0 4 a l  2A que c o n t e n í a  KFe(C N)*  a l  0 , 8 X ,  t i f í e n d o  en 
b lo q u e  con a c e t a t o  de u r a n i l o  acuoso a l  1%, se d e s h i d r a t ó  
con a c e t o n a ,  y se i n c l u y e r o n  en P o l y - B e d - 8 1 2 .

F i n a l m e n t e ,  p a r a  e l  t r a t a m i e n t o  de t e t r ó x i d o  de 
o s m io ,  que se d e p o s i t a  e s p e c í f i c a m e n t e  en l a  zona " c i s N 
de l  a p a r a t o  de G o l g i ,  l a s  m u e s t r a s  de h e p a t o c i t o s  se 
in c u b a ro n  en 0 s 0 4 a l  2A s i n  tam p o n a r ,  a 40* C d u r a n t e  24  
h .  A c o n t i n u a c i ó n  se in c u b a ro n  nuevamente en 0 s 0 4 f r e s c o  
a l  2%, a 4 0 " C d u r a n t e  o t r a s  24  h , se l a v a r o n  en a g u a ,  se 
t r a t a r o n  con a c e t a t o  de u r a n i l o  a l  0 , 5 X  d u r a n t e  90 m in ,  
se d e s h i d r a t a r o n  en p a s e s  s u c e s i v o s  de a l c o h o l ,  y se 
i n c l u y e r o n  en P o l y / B e d - 8 1 2 .

2 . 3 . 4 . 3 .  TECNICA DE AUTORRADIOGRAFIA.

Las  s e c c io n e s  que iban a s e r  o b j e t o  de a u t o r r a d i o -  
g r a f í a s  se p r o c e s a r o n  s i g u i e n d o  t é c n i c a s  e s t á n d a r  C 1 5 2 I .

E s t a s  s e c c i o n e s ,  de esp e s o r  e n t r e  900 y 1 . 2 0 0  A 
( c o l o r  de i n t e r f e r e n c i  a , o r o )  se c o l o c a r o n  so b re  p o r t a 
o b j e t o s  de v i d r i o  que h a b ía n  s i d o  p r e v i a m e n t e  r e c u b i e r t o s
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de c e l o i d i n a ,  y se c o n t r a s t a r o n  con s o l u c i ó n  acuosa de 
a c e t a t o  de u r a n i l o  a l  5/í d u r a n t e  1 h .  Todo e l  p roceso  que 
se d e s c r i b e  a c o n t i n u a c i ó n  se r e a l i z ó  en o s c u r i d a d .  Se 
i n t r o d u j e r o n  l o s  p o r t a o b j e t o s  con l a s  s e c c i o n e s  en em ul
s i ó n  f o t o g r á f i c a  d u r a n t e  unos segundos y se d e j a r o n  
s e c a r .  A c o n t i n u a c i ó n  se a lm a c e n a ro n  en c a j a s  con atmós
f e r a  sec a  y a l  a b r i g o  de l a  l u z ,  d e j a n d o  l a s  s e c c io n e s  
4 - 6  semanas a 4"C .

T r a n s c u r r i d o  e s t e  t ie m p o  l a s  m u e s t r a s  se r e v e l a r o n  y 
f i j a r o n  según métodos a u t o r r a d i o g r á f i  eos  e s t á n d a r  C1523.  
Una vez f i j a d a s ,  se p r o c e d i ó  a l  d e s p r e n d i m i e n t o  de l a  
p e l í c u l a  de c e l o i d i n a  con l a s  s e c c i o n e s ,  p a r a  c o l o c a r l a s  
so b re  r e j  i 11 a s .

2 . 3 . 4 . 4 .  ESTUDIO DE LAS MIOROGRAFIAS.

Todas  l a s  s e c c i o n e s ,  t a n t o  l a s  que h a b ía n  s i d o  
o b j e t o  de a u t o r r a d i o g r a f í a s  como l a s  que no ,  se m ontaron  
s o b re  r e j i l l a s  de co b re  ( m a l l a  de 2 0 0 )  c u b i e r t a s  con 
c a r b o n o ,  y se t i f i e r o n  con a c e t a t o  de u r a n i l o  y c i t r a t o  de 
p 1 orno.

Se h i c i e r o n  mi o r o g r a f í a s  a dos n i v e l e s  de a m p l i a 
c i ó n ,  u t i l i z a n d o  e l  s i s t e m a  de m u e s t r e o  de c u a d rad o s  a l i 
n e a d o s .  El n i v e l  I ( x  9 . 5 7 6 )  se u t i l i z ó  p a r a  a n a l i z a r  c é 
l u l a s ,  c i t o p l a s m a  y n ú c l e o .  El n i v e l  I I  ( x  2 0 . 5 2 0 )  p a r a  
e l  e s t u d i o  de m i t o c o n d r i  a s ,  1 isosom as ,  g l u c ó g e n o ,  r e t í c u 
l o  e n d o p lá s m ic o  rugoso  y l i s o  (REr  y R E I ) ,  a p a r a t o  de 
G o l g i ,  v a c u o l a s  l i p í d i c a s  y p e r o x is o m a s .  T a n t o  e l  p ro c e s o  
de o b t e n c i ó n  de l a s  m i c r o g r a f í a s  como su a n á l i s i s  se h i z o  
s i g u i e n d o  s i s t e m a s  e s t a n d a r i z a d o s  [ 4 1 , 2 0 1 , 2 7 4 1 .

El tamafio mín im o de l a  m u e s t r a  p a r a  cada p a r á m e t r o  
se d e t e r m in ó  m e d ia n te  l a  t é c n i c a  de l a s  m e d ia s  p r o g r e s i 
v a s  ( l í m i t e  de c o n f i a n z a  ±  5%) C 2 7 9 3 . P u e s t o  que no se 
d e t e c t a r o n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  ( a n á l i s i s  de l a  v a -  
r i a n z a ,  p < 0 , 0 5 )  e n t r e  l a s  d i f e r e n t e s  m u e s t r a s  de cada  
g r u p o ,  l o s  r e s u l t a d o s  se e x p re s a n  como l a  m ed ia  ±  S .D .  
por  g ru p o  ( a l c o h ó l i c o  o c o n t r o l ) .

El e s t u d i o  e s t e r e o l ó g i c o  de l a s  m u e s t r a s  que h a b ía n  
s i d o  o b j e t o  del  e s t u d i o  c i t o q u í m i c o  de l a  UDPasa y 0 s 0 4 
se r e a l i z ó  según R e n a u -P i  q u e r a s  y c o i s .  C2033 , usando un 
s i s t e m a  L e i t z  ASM p a r a  a n á l i s i s  s e m i a u t o m á t i c o  de imáge
n e s .  La d e n s id a d  de volumen (U v )  de l  a p a r a t o  de G o lg i  se 
d e t e r m in ó  en l o s  h e p a t o c i t o s  f i j a d o s  con g l u t a r a l d e h í d o -  
f o r m a l d e h í d o  y una f i j a c i ó n  p o s t e r i o r  con osmio r e d u c i d o ;  
d i c h o  o r g á n u l o  se e s t u d i ó  e s p e c i a l m e n t e  p a r a  a n a l i z a r  su 
p r e s e r v a c i ó n  m o r f o l ó g i c a  a l o  l a r g o  de l o s  t ie m p o s  de 
d e s m a r c a .
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El e s t u d i o  de l a s  m u e s t r a s  p r o c e s a d a s  p a r a  a n á l i s i s  
de a c t i v i d a d  c i t o q u í m i c a  se r e a l i z ó  u t i l i z a n d o  una p l a n 
t i l l a  de d o b le  c u a d r í c u l a  ( r e l a c i ó n  l e ? )  y l a  - fórm ula :  
V v i  =  P i / P t .  La d e n s id a d  de volumen de l o s  d e p ó s i t o s  so
b r e  e l  a p a r a t o  de G o lg i  a s í  como de a q u e l l o s  a p a r a t o s  de 
G o lg i  que c o n t e n í a n  p r o d u c t o  de r e a c c i ó n  se e s t im ó  s u p e r 
p o n ie n d o  l a  p l a n t i l l a  a cada m i c r o g r a - f í a  y c o n tan do  l o s  
p u n to s  s o b re  l o s  d e p ó s i t o s  < P i )  o so b re  e l  a p a r a t o  de 
G o lg i  < P ' i ) .  Pi  y P ' i  se d i v i d i e r o n  e n t r e  e l  t o t a l  de 
p u n to s  s o b re  e l  c i t o p l a s m a  del  h e p a t o c i t o  < P t ) .  Los r e 
s u l t a d o s  se e x p r e s a r o n  como l a  r e l a c i ó n  e n t r e  l a  Vv de 
l o s  d e p ó s i t o s  y l a  Vv d e l  a p a r a t o  de G o lg i  que c o n t e n í a  
d i c h o s  d e p ó s i t o s .  Se c o n s i d e r a r o n  to d o s  l o s  d e p ó s i t o s ,  
s i n  t e n e r  en c o n s i d e r a c i ó n  su d e n s id a d  e l e c t r ó n i c a .

2 . 3 . 4 . 5 .  ESTUDIO DE AUTORRADIOGRAMAS•

Se c o n tó  e l  número de m arcas  que h a b í a  sobre  c i t o 
p la s m a ,  membrana p l a s m á t i c a ,  REr y a p a r a t o  de G o l g i ,  s e 
gún l o s  c í r c u l o s  de p r o b a b i l i d a d  de l  9 5 X .  El número t o t a l  
de m a rc a s  por  c é l u l a  o s c i l ó  e n t r e  250 y 4 5 0 .

La d i s t r i b u c i ó n  de l a s  m arcas  a s í  o b t e n i d a s  no da  
una imagen e x a c t a  de l a  d i s t r i b u c i ó n  de l a  r a d i a c t i v i d a d  
en e s t a s  e s t r u c t u r a s  c e l u l a r e s ,  ya  que e l  REr y e l  apa 
r a t o  de G o lg i  se e n c u e n t r a n  d i s t r i b u i d o s  a l  a z a r  por  e l  
c i t o p l a s m a  de c é l u l a s  s e c r e t o r a s ,  como h e p a t o c i t o s ,  y por  
t a n t o  pueden c o n t a r s e  - fa ls a s  m arcas  que tam bién  se d i s 
t r i b u y e n  a l  a z a r  por  to d a  l a  c é l u l a .  Por e l l o  se c a l c u l ó  
l a  " d i s t r i b u c i ó n  c o r r e g i d a  de marcas"  o " r e l a c i ó n  de con
c e n t r a c i o n e s " ,  que c o n s i s t e  en r e - f e r i r  e l  número de m ar 
c a s  s o b re  cad a  s u b e s t r u c t u r a ,  a l  á r e a  r e l a t i v a  que ocupa  
d i c h a  e s t r u c t u r a  en e l  c i t o p l a s m a  1 2 7 7 3 .  Cuando d i c h a  r e 
l a c i ó n  da un v a l o r  i n - f e r i o r  a l a  u n i d a d ,  no se c o n s i d e r a  
s i  gn i -f i c a t  i v a .

2 . 4 .  ESTUDIO DE LOS CULTIVOS DE ASTROCITOS.

2 . 4 . 1 .  PUREZA DE LOS CULTIVOS.

P a r a  e s t u d i a r  l a  p u r e z a  de l o s  c u l t i v o s  se d e te r m in ó  
l a  p r e s e n c i a  de l a  p r o t e í n a  - f i b r i l a r  ác i da de l a  gl  í a  
(GFAP) c o n s i d e r a d a  como m arcad or  e s p e c í f i c o  de a s t r o c i t o s  
1 2 7 , 5 2 3 .

Se tomaron p l a c a s  en l a s  q u e ,  a n t e s  de sembrar  l a s  
c é l u l a s ,  se h a b í a  p u e s t o  una l a m i n i l l a  de c r i s t a l ,  p a r a  
que l a s  c é l u l a s  c r e c i e r a n  sobre  e l l a .  El c u l t i v o  se t r a t ó  
con a c e t o n a  a - 2 0 " C d u r a n t e  10 m i n ,  p a r a  p e r m e a b i1 i z a r  y
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• f i j a r  l a s  c é l u l a s .  A c o n t i n u a c i ó n  l a s  c é l u l a s  se 
in c u b a ro n  con un a n t i c u e r p o  m onoc lona l  a n t i -G F A P  < 1 : 1 0 ,  
B o e h r i n g e r )  d u r a n t e  60 min a 3 7 mC; se l a v a r o n  con PBS y 
se in c u b a ro n  nuevamente d u r a n t e  o t r a  h o r a  a 3 7 * C con 
a n t i - I g G  de r a t ó n  o b t e n i d a  de c a b r a  < 1 : 1 0 0 ,  S ig m a ) ,  que 
e s t a b a  c o n ju g a d o  con i s o t  i oc i a n a t o  de -f 1 u o r e s c e n í  na  
< F I T C ) .  Pasado e s t e  t iem po l a s  l a m i n i l l a s  se m ontaron con 
P B S : g l i c e r o l  < 1 : 1 )  y se o b s e r v a r o n  a l  m i c r o s c o p i o  de 
f  1 u o re s c e n c  i a .

2 . 4 . 2 .  S IN T E S IS  DE PROTEINAS.

La j u s t i f i c a c i ó n  del uso de e s t e  método queda e x p r e 
sado en e l  a p a r t a d o  2 . 3 . 1 .

P a r a  e s t u d i a r  l a  s í n t e s i s  de p r o t e í n a s  en a s t r o c i 
t o s ,  se tomaron p l a c a s  a d i f e r e n t e s  d í a s  de c u l t i v o .  Las  
c é l u l a s  se l a v a r o n  d u r a n te  10 min con m ed io  E a g le  s i n  
l e u c i n a ,  20 mM HEPES, y a c o n t i n u a c i ó n  se in cu b a ro n  
d u r a n t e  60 min con e l  mismo m e d io  que c o n t e n í a  5 FCi de 
3H - 4 - 5 - L - l e u c i  na < a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  de 63 C i / m m o l ) .  El 
p r o c e s o  se d e t u v o  por  s u c e s i v o s  l a v a d o s  con PBS + 2 mM de 
l e u c i n a  <a 4 " C ) ,  TCA a l  10%, y un ú l t i m o  l a v a d o  con 
e t a n o l ; e s t o s  pasos t e n í a n  por  o b j e t o  e l i m i n a r  e l  p r e c u r 
s o r  r a d i a c t i v o  no in c o r p o r a d o  y p r e c i p i t a r  l a s  p r o t e í n a s  
c e l u l a r e s  T C A - p r e c i p i t a b l  e s .  La capa c e l u l a r  se d i s o l v i ó  
con NaOH 0 , 4  N ,  y en l a  s o l u c i ó n  r e s u l t a n t e  se m id ió  
r a d i a c t i v i d a d  y c o n c e n t r a c i ó n  de p r o t e í n a s .

2 . 4 . 3 .  S IN T E S IS  DE ADN Y ARN.

El e s t u d i o  de l a  b i o s í n t e s i s  de l o s  á c i d o s  n u c l e i c o s  
se r e a l i z ó  m e d ia n te  l a  i n c o r p o r a c i ó n  de n u c l e ó s i d o s  m ar 
cados  r a d i a c t i v a m e n t e .  Se u t i l i z ó  t i m i d i n a  y u r i d i n a  m ar 
c a d a s  con t r i t i o ,  p a r a  e s t u d i a r  l a  s í n t e s i s  de ADN y ARN, 
r  e sp e c t  i v ame n t  e .

Cuando se p r o p o r c i o n a  un n u c l e ó s i d o  a l a  c é l u l a ,  
é s t e  se i n c o r p o r a  r á p id a m e n t e  a l o s  á c i d o s  n u c l e i c o s  si  
e s t á n  s i e n d o  s i n t e t i z a d o s .  La s í n t e s i s  de ADN o c u r r e  
ú n ic a m e n te  d u r a n t e  una de l a s  f a s e s  del  c i c l o  c e l u l a r ,  e l  
p e r í o d o  S,  de manera que e l  p r e c u r s o r  s ó l o  se i n c o r p o r a r á  
a l a  m o l é c u l a  de ADN cuando l a s  c é l u l a s  e s t é n  en d i c h a  
f a s e  y sean por  t a n t o  cap aces  de d i v i d i r s e .  S in  embargo ,  
l a  s í n t e s i s  de ARN se r e a l i z a  t a n t o  en e l  p e r í o d o  S como 
en l o s  Gt y Ga.

El p r o t o c o l o  s e g u id o  p a r a  e l  e s t u d i o  de l a  s í n t e s i s  
de á c i d o s  n u c l e i c o s  en l o s  a s t r o c i t o s  f u é  s i m i l a r  al  
u t i l i z a d o  p a r a  e s t u d i a r  l a  s í n t e s i s  de p r o t e í n a s .  T r a s  
l a v a r s e  2 v e c es  con m edio  MEM, l a s  c é l u l a s  se in c u b a ro n
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d u r a n t e  60 min con m edio  MEM que c o n t e n í a  1 HC i /m l  de 
’ H-me t  i 1 - T i m i  di  na o de aH -4 -5 - *U r  i di  na < ambas con una  
a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  de 5 C i /m m o l )  p a r a  e s t u d i a r  l a  s í n 
t e s i s  de ADN o de ARN, r e s p e c t i v a m e n t e .

El p r o c e s o  se d e t u v o  m e d ia n te  s u c e s i v o s  l a v a d o s  con 
medio  MEM a 4 * C < s in  l o s  p r e c u r s o r e s  r a d i a c t i v o s ) ,  TCA al  
10%, y un ú l t i m o  la v a d o  con e t a n o l . La capa c e l u l a r  
r e s u l t a n t e  se d i s o l v i ó  con NaOH 0 , 3  N ,  d e o x i c o l a t o  s ó d ic o  
a l  0 ,4 % ,  m id ié n d o s e  l a  r a d i a c t i v i d a d  a s í  como l a  con cen 
t r a c i ó n  de p r o t e í n a s .

2 . 4 . 4 .  PROCESAMIENTO DE LAS CELULAS PARA ESTUDIOS 
BIOQUIMICOS.

P a r a  e l  e s t u d i o  de d i f e r e n t e s  p a r á m e t r o s  b i o q u í 
m ic o s ,  se tomaron p l a c a s  a l o  l a r g o  de todo  e l  c u l t i v o .  
La monocapa c e l u l a r  se despegó con una b a r r a  de goma
< p o l i c e m a n - r u b b e r ) , y l a  su s p e n s ió n  r e s u l t a n t e  se c e n 
t r i f u g ó  a 1 . 7 0 0  x g d u r a n t e  20 m in .  El p r e c i p i t a d o  se 
l a v ó  2 v e c e s  en tampón t r i s - C l H  50 mM <pH 7 , 2 ) ,  y se 
c o n g e ló  a - 8 0 * C, m a n te n ié n d o s e  to d a  l a  n oc he .

Al d í a  s i g u i e n t e ,  l a  s u s p e n s ió n  c e l u l a r  se descon
g e l ó  y c o n g e ló  3 v e c e s ,  y se homogeneizó  p a r a  l i b e r a r  a l  
máximo l a s  e n z im a s  l i g a d a s  a l a s  membranas c e l u l a r e s .  De 
e s t e  homogenado o s u s p e n s ió n  de c é l u l a s  r o t a s ,  se d e t e r 
minó l a  c a n t i d a d  de p r o t e í n a s ,  y se d i l u y ó  h a s t a  o b t e n e r  
una c o n c e n t r a c i ó n  de 1 mg de p r o t e í n a / m l , cuando fu é
p o s i b l e ,  p a r a  d e t e r m i n a r  l a s  d i f e r e n t e s  a c t i v i d a d e s  
enz imát  i c a s .

2 . 5 .  DETERMINACIONES ENZIMATICAS.

ALANINA AMINOTRANSFERASA

E s t a  en z im a  c a t a l i z a  l a  s i g u i e n t e  r e a c c i ó n :

L - a l a n i n a  + a - c e  to g l  u t a r a t o  p i r u v a t o  + L - g l u t a m a t o  < f )

El ensayo  u t i l i z a d o  p a r a  m e d i r  e s t a  enz im a  se basó 
en e l  a c o p l a m i e n t o  de dos r e a c c i o n e s  e n z i m á t i c a s .  En p r i 
mer l u g a r ,  l a  r e a c c i ó n  c a t a l i z a d a  por  l a  a l a n i n a  a m in o -  
t r a n s f e r a s a ,  l a  cua l  fo rm a  p i r u v a t o .  En segundo l u g a r ,  l a  
r e a c c i ó n  c a t a l i z a d a  por  l a  l a c t a t o  d e s h id r o g e n a s a  <LDH) 
q u e ,  como veremos más a d e l a n t e ,  u t i l i z a  e l  p i r u v a t o  
fo r m a d o  y da l u g a r  a N A D * , m id ié n d o s e  l a  d i s m i n u c i ó n  de 
a b s o r b a n c i a  a 340 nm, d u r a n t e  un p e r í o d o  de t ie m p o  no
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s u p e r i o r  a 5 min [2303  . Un volumen - f in a l  de 1 mi se p r e -  
in c u b ó ,  a 3 7 * C d u r a n t e  5 m in ,  l a  m e z c l a  de r e a c c i ó n  que 
c o n t e n í a :  100 mM f o s - f a t o  p o t á s i c o  pH 7 , 3 ,  4 mM a - c e t o -  
g l u t a r a t o ,  0 , 2  mM NADH, 6 U de LDH y e l  homogenado que 
c o n t e n í a  l a  e n z im a .  La r e a c c i ó n  se i n i c i ó  a f ía d ie ndo  
L - a l a n i n a  (17mM> a l a s  c u b e t a s  de r e a c c i ó n .

GLUTAMICO DESHIDROGENASA

E s ta  enz im a  c a t a l i z a  l a  s i g u i e n t e  r e a c c i ó n :

a - c e t o g l  u t a r a t o  + NH4"* + NADH

t » g l u t a m a t o  + NAD* + Ha0 Cg>

El ensayo u t i l i z a d o  se basó en e l  r e g i s t r o  g r á f i c o  
de l a  d is m in u c ió n  de a b s o r b a n c i a  a 340 nm, d e b id o  a l  
c o n t i n u o  consumo de NADH, d u r a n t e  un p e r í o d o  de t ie m p o  no 
s u p e r  i o r  a 5 m in .

P a r a  m e d i r  l a  a c t i v i d a d  de e s t a  enz im a  en h e p a t o c i 
t o s ,  se u t i l i z ó  e l  método d e s c r i t o  por  S a l i n a s  y c o i s .
[ 2 1 6 3 .  Se p r e in c u b ó  un volumen f i n a l  de 1 mi l a  m e z c l a  de
r e a c c i ó n  c o n t e n í a :  45  mM f o s f a t o  p o t á s i c o  pH 7 , 4 ,  30 mM
a - c e t o g l u t a r a t o  pH 6 , 8 ,  0 , 0 7  mM NADH y e l  homogenado que 
c o n t e n í a  l a  e n z i m a .  La r e a c c i ó n  se i n i c i ó  a f ía d ie n d o  NH4C1
( 1 0 5  mM) a 1 as  c u b e t a s  de r e a c c i ó n .

P a r a  l a  m ed ida  de l a  a c t i v i d a d  de e s t a  e n z im a  en 
a s t r o c i t o s  se u t i l i z ó  e l  método de Leong y C l a r k  [1263  
d e b id o  a su mayor e s p e c i f i c i d a d  p a r a  e s t e  t i p o  de mues
t r a s .  Un volumen f i n a l  de 1 mi se p r e i n c u b ó ,  a 3 7 " C 
d u r a n t e  5 m in ,  l a  m e z c l a  de r e a c c i ó n  que c o n t e n í a :  100 mM 
f o s f a t o  p o t á s i c o - t r i s  pH 7 , 7 ,  1 mM E D T A - K - , 0 , 2  mM NADH, 
2 mM ADP, 0 ,1%  T r i t ó n  X - 1 0 0 ,  10 mM a - c e t o g l u t a r a t o  pH 7  y 
e l  homogenado que c o n t e n í a  l a  e n z im a .  La r e a c c i ó n  se 
i n i c i ó  m e d ia n t e  l a  a d i c i ó n  de a c e t a t o  amónico ( 2 0 0  mM) a 
l a s  c u b e t a s  de r e a c c i ó n .

LACTATO DESHIDROGENASA

E s t a  en z im a  c a t a l i z a  l a  s i g u i e n t e  r e a c c i ó n :

p i r u v a t o  + NADH + H* 1 ac t a t o  + NAD"* (h>

El ensayo u t i l i z a d o  se basó en e l  r e g i s t r o  g r á f i c o  
de l a  d i s m in u c ió n  de a b s o r b a n c i a  a 340 nm, d e b i d o  al
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c o n t i n u o  consumo de NADH, d u r a n t e  un p e r í o d o  de t iem po  no 
s u p e r i o r  a 5 min [ 2 4 3  . Se p r e in c u b ó  un volumen f i n a l  de 1 
mi a 3 7 " C d u r a n t e  5 m in ,  l a  m e z c la  de r e a c c i ó n  que 
c o n t e n í a :  48  mM f o s f a t o  p o t á s i c o  pH 7 , 5 ,  0 , 1 8  mM NADH y 
e l  homogenado que c o n t e n í a  l a  enz im a  La r e a c c i ó n  se 
i n i c i ó  a ñ a d ie n d o  p i r u v a t o  s ó d ic o  < 0 , 6  mM> a l a s  c u b e ta s  
de r e a c c i ó n .

PIRUVATO KINASA

E s t a  en z im a  c a t a l i z a  l a  s i g u i e n t e  r e a c c i ó n :

PEP + ADP p i r u v a t o  + ATP < ¡ )

Como v im os en e l  caso  de l a  a l a n  i na a m i n o t r a n s -  
f e r a s a ,  e l  ensayo  u t i l i z a d o  p a r a  m e d i r  l a  a c t i v i d a d  de l a  
p i r u v a t o  k i  nasa  se basó en e l  a c o p l a m i e n t o  de dos 
r e a c c i o n e s  e n z i m á t i c a s :  l a  c a t a l i z a d a  por  é s t a  y l a
c a t a l i z a d a  por  l a  l a c t a t o  d e s h id r o g e n a s a  <LDH) [ 8 8 3 .  Se 
p r e i n c u b ó  un volumen f i n a l  de 1 mi a 3 7 " C d u r a n t e  5  m in ,  
l a  m e z c l a  de r e a c c i ó n  que c o n t e n í a  123 mM tampón t r i e t a -  
n o l a m i n a  pH 7 , 5 ,  9 2 , 5  mM KC1 , 1 6 , 2 5  mM MgS0«, 1 , 2  mM
EDTA-Naa, 0 , 1 8  mM NADH, 1 mM phosphoenol  p i r u v a t o  < P E P ) , 
6 , 1 2  U de LDH y e l  homogenado que c o n t e n í a  l a  e n z im a .  La 
r e a c c i ó n  se i n i c i ó  a f ía d ie n d o  ADP <3 mM) a l a s  c u b e t a s  de 
r e a c c  i ó n .

ALCOHOL DESHIDROGENASA

E s t a  en z im a  c a t a l i z a  l a  r e a c c i ó n  < a> .  El ensayo  u t i 
l i z a d o  p a r a  d e t e r m i n a r  su a c t i v i d a d  se basó en e l  r e g i s 
t r o  g r á f i c o  de l  in c r e m e n t o  de a b s o r b a n c i a  a 340 nm, d e b i 
do a 1 a c o n t i n u a  f o r m a c i ó n  de NADH, d u r a n t e  un p e r í o d o  de 
t ie m p o  no s u p e r i o r  a 5 min [ 1 1 4 3 .

Se p r e i n c u b ó  un volumen f i n a l  de 1 mi a 37" C d u r a n te  
5 m in ,  l a  m e z c la  de r e a c c i ó n  que c o n t e n í a :  70 mM tampón 
g l i c i  1- g l  i c i  na pH 9 , 6 ,  0 , 6 4  mM NAD* y e l  homogenado que 
c o n t e n í a  l a  e n z im a .  La r e a c c i ó n  se i n i c i ó  a l  a f í a d i r  
e t a n o l  <100 mM), m id ié n d o s e  el  i n c r e m e n t o  de a b s o r b a n c i a  
a n t e s  y después  de l a  a d i c i ó n  de e t a n o l .

ALDEHIDO DESHIDROGENASA

E s t a  enz im a  c a t a l i z a  l a  r e a c c i ó n  <d>. El ensayo  
u t i l i z a d o  p a r a  m e d i r  l a  a c t i v i d a d  de e s t a  enz im a  se basó 
en e l  r e g i s t r o  g r á f i c o  de l  in c r e m e n t o  de a b s o r b a n c i a  a 
340 nm, d e b id o  a l a  c o n t i n u a  f o r m a c i ó n  de NADH, d u r a n t e
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un p e r í o d o  de t iem po  no s u p e r i o r  a 5 min [ 1 1 4 3 .

Se p r e in c u b ó  un volumen - f in a l  de 1 mi a 37*  C d u r a n t e  
5 m in ,  l a  m e z c la  de r e a c c i ó n  que c o n t e n í a :  70 ntfi p i r o - f o s 
f a t o  s ó d ic o  pH 8 ,  1 , 3  mM NAD, 3 , 3  mM p i r a z o l  y e l  homo
genado que c o n t e n í a  l a  e n z im a .  La r e a c c i ó n  se i n i c i ó  a ñ a 
d ie n d o  a c e t a l d e h í d o  a l a s  c u b e t a s  de r e a c c i ó n  a una con
c e n t r a c i ó n  f i n a l  de 5mM ó 6  HM, según se f u e s e  a d e t e r 
m in a r  l a  a c t i v i d a d  de ALDH de b a j a  o a l t a  a f i n i d a d ,  r e s 
p e c t i v a m e n t e .  El in c r e m e n to  de a b s o r b a n c i a  se m id ió  a n t e s  
y después de l a  a d i c i ó n  de a c e t a l d e h í d o .

GLUTAMINA SINTETASA

La r e a c c i ó n  c a t a l i z a d a  por  e s t a  enz im a  e s  l a  
s i  gu i e n t e :

L - g l u t a m i n a  + NH*0H L - 7 - g l  utami 1 h i d ro x a m a to  + NHa < j>

El ensayo  u t i l i z a d o  se basó en l a  m edida  del  
7 - g l u t a m i 1h id r o x a m a t o  l i b e r a d o  C2153.  En un volumen f i n a l  
de 1 mi se p r e i n c u b ó ,  a 3 7 *C  d u r a n t e  5 m in ,  l a  m e z c l a  de 
r e a c c i ó n  que c o n t e n í a :  50 mM i m i d a z o l - C l H  pH 7 , 2 ,  20  mM
MgCla» 25  mM m e r c a p t o e t a n o l , 50 mM N a - L - g l u t a m i n a ,  100 mM 
h i d r o x i  1a m i n a , y e l  homogenado que c o n t e n í a  l a  e n z im a .  La  
r e a c c i ó n  se i n i c i ó  m e d ia n t e  l a  a d i c i ó n  de ATP-Na <100  
mM> .

T r a s  1 h de i n c u b a c i ó n ,  l a  r e a c c i ó n  se d e t u v o  
a ñ a d ie n d o  1 , 5  mi de c l o r u r o  f é r r i c o  0 , 3 7  M, TCA 0 , 2  y C1H 
0 , 6 7  N .  La m e z c la  de r e a c c i ó n  se c e n t r i f u g ó  a 3 . 0 0 0  x g ,  
d e te r m in á n d o s e  l a  c a n t i d a d  de 7 - g l u t a m i 1h i d r o x a m a t o  l i b e 
r a d o  en e l  s o b r e n a d a n t e .  Al u n i r s e  e s t e  ú l t i m o  compuesto  
con e l  c l o r u r o  f é r r i c o  da un c o l o r  m arrón  c a r á c t e r í s t i c o ,  
cuya i n t e n s i d a d  de c o l o r  se mide a 5 3 5  nm.

BUTILCOLINESTERASA

E s t a  enz im a  c a t a l i z a  l a  s i g u i e n t e  r e a c c i ó n :

B u t i  1 t i o c o l i  n a  ► t i o c o l i n a  + b u t a n a t o  <k)

El ensayo  u t i l i z a d o  se basó en e l  r e g i s t r o  g r á f i c o  
del  aumento de a b s o r b a n c i  a a 412  nm d u r a n t e  un p e r í o d o  de 
t ie m p o  no s u p e r i o r  a 5 min C513.  En un volumen f i n a l  de 1 
mi se p r e i n c u b ó ,  a 3 7 * C d u r a n t e  5 m in ,  l a  m e z c l a  de 
r e a c c i ó n  que c o n t e n í a :  50 mM tampón f o s f a t o  p o t á s i c o  pH
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7 ,  b u t i  1 t ¡ o c o l i  na 0 , 7 5  mM, y e l  homogenado que c o n t e n í a  
l a  e n z im a .  La r e a c c i ó n  se i n i c i ó  m e d ia n t e  l a  a d i c i ó n  de 
0 , 5  mM de á c i d o  d i t i o b i s n i t r o b e n z o i c o  (D N T B ) .  A l  u n i r s e  
e s t e  ú l t i m o  p r o d u c t o ,  no e n z i m á t i c a m e n t e , a l o s  grupos  
t i ó l i c o s  de l a  t i o c o l i  na p r o d u c i d a ,  da un c o l o r  a m a r i l l o  
cuya i n t e n s i d a d  se m ide  a 4 1 2  nm.

ADENOSIN TRIFOSFATASA ( N a * , K * >

E s t a  enz im a  ( ( N a * , K * ) A T P a s a >  c a t a l i z a  l a  s i g u i e n t e  
r e a c c  i ó n :

N a*  K* Mg**
ATP  ► ADP + Pi (1>

El ensayo u t i l i z a d o  se basó en l a  m ed ida  de 1 a c a n 
t i d a d  de f o s f a t o  i n o r g á n i c o  <Pi> l i b e r a d o  C2563 .  Un v o l u 
men f i n a l  de 1 mi se p r e i n c u b ó ,  a 3 7 * C d u r a n t e  5 m in ,  l a  
m e z c l a  de r e a c c i ó n  que c o n t e n í a :  50 mM tampón t r i s - C l H  pH
7 , 5 ,  100 mM C I N a ,  15 mM C1K, 5 mM CIMg y e l  homogenado
que c o n t e n í a  l a  e n z i m a .  La r e a c c i ó n  se i n i c i ó  a f iad iendo  
t r i s - A T P  ( 5  mM). T r a s  10 min de i n c u b a c i ó n ,  l a  r e a c c i ó n  
se d e t u v o  m e d ia n te  l a  a d i c i ó n  de 1 mi de TCA a l  10%.

Los ensayos  se r e a l i z a r o n  en tubos  d u p l i c a d o s ,  en 
uno de l o s  c u a l e s  (que  no c o n t e n í a  C1K ni  C IN a )  se 
a d i c i o n ó  1 mM de o u a b a ín a  ( i n h i b i d o r  e s p e c í f i c o  de l a  
( N a * , K * ) A T P a s a ) . La d i f e r e n c i a  e n t r e  l a s  a c t i v i d a d e s  en 
a u s e n c i a  y p r e s e n c i a  de o u a b a ín a  d ¡ 6  l a  a c t i v i d a d  de l a  
enz im a .

T r a s  d e t e n e r  l a  r e a c c i ó n  se c e n t r i f u g a r o n  l o s  tubos  
a 3 . 0 0 0  x g ,  d e t e r m in a n d o  l a  c a n t i d a d  de Pi l i b e r a d o  en 
e l  s o b r e n a d a n te  por  e l  p r o c e d i m i e n t o  de Gomori C703.

ADENOSIN TRIFOSFATASA (Ca**>

La r e a c c i ó n  c a t a l i z a d a  por e s t a  enz im a  (C a z*ATPasa>  
es  l a  s i g u i e n t e :

Ca1*
A T P ------------- ► ADP + Pi (m)

El ensayo u t i l i z a d o  se basó en l a  m ed ida  de l a  
c a n t i d a d  de Pi l i b e r a d o  1 8 0 3 .  Un volumen f i n a l  de 0 , 5  mi 
se p r e i n c u b ó ,  a 3 7 " C d u r a n t e  5 m in ,  l a  m e z c la  de r e a c c i ó n  
que c o n t e n í a :  25  mM i m i d a z o l - C l H  pH 7 , 1 ,  100 mM C-1K, 3 mM
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CIsMg y e l  homogenado que c o n t e n í a  l a  e n z im a .  La r e a c c i ó n  
se i n i c i ó  a f ía d ie n d o  t r i s - A T P  ( 2  mM). T r a s  10 min de 
in c u b a c ió n  se d e t u v o  l a  r e a c c i ó n  a ñ a d ie n d o  0 , 5  mi de TCA 
a l  10 '/.. El  Pi l i b e r a d o  se d e t e r m i n ó  por  e l  p r o c e d i m i e n t o  
de Gomori [ 7 0 3 .

Los ensayos  se h i c i e r o n  en tu b o s  d u p l i c a d o s ,  en uno  
de l o s  c u a l e s  se a f fad ió  0 , 5  mM EGTA ( que 1 a n t e  de l o s  
io n e s  Ca2* )  y  en e l  o t r o  2  FM C l 2Ca <a c t i v a d o r  de l a  
e n z i m a ) .  Las d i f e r e n c i a s  e n t r e  l a s  a c t i v i d a d e s  con y s i n  
Csl2*  d i ó l a  ac t  i v i dad de l a  C a ^ A T P a s a .

5'RIBONUCLEOTIDO FOSFORILASA

E s t a  enz im a  ( 5 ' n u c l e o t i d a s a )  c a t a l i z a  l a  s i g u i e n t e  
r e a c c  i ó n :

AMP + HfiO  n á d e n o s  i na + Pi ( n )

El ensayo  u t i l i z a d o  se basó en l a  m ed id a  de l a  
c a n t i d a d  de Pi l i b e r a d o  [ 1 5 7 3 .  Un volumen f i n a l  de 0 , 5  mi 
se p r e i n c u b ó ,  a 3 7 * C d u r a n t e  5 m i n ,  l a  m e z c l a  de r e a c c i ó n  
que c o n t e n í a :  50 mM t r i s - C l H  pH 7 , 5 ,  100 mM C1K, 100 mM 
ClsMg, 10 mM t a r t r a t o  Na^K^ y  e l  homogenado que c o n t e n í a  
l a  e n z im a .  La r e a c c i ó n  se i n i c i ó  a f ia d ie n d o  5  mM AMP. T r a s  
15 min de i n c u b a c ió n  se d e t u v o  l a  r e a c c i ó n  a f ía d ie n d o  0 , 5  
mi de TCA a l  10X.  La c a n t i d a d  de Pi l i b e r a d o  se m i d i ó  en 
e l  s o b r e n a d a n te  por  e l  p r o c e d i m i e n t o  de Gomori [ 7 0 3 .

Los ensayos  se h i c i e r o n  por  d u p l i c a d o :  en uno de l o s  
tu b o s  se d e t u v o  l a  r e a c c i ó n  a t ie m p o  c e r o  ( b l a n c o )  y en 
e l  o t r o  a l o s  15 m in .  Las d i f e r e n c i a s  e n t r e  l a s  dos  
m e d id a s  di  ó l a  a c t i v i d a d  de l a  e n z im a .

2 . 6 . OTRAS DETERMINACIONES

ALCOHOL Y ACETALDEHIDO

Ambos m e t a b o l i t o s  se d e t e r m i n a r o n  m e d i a n t e  c r o m a t o 
g r a f í a  de gases  con " e s p a c i o  de c a b e z a ” e i n y e c c i ó n  a u t o 
m á t i c a  de l a  m u e s t r a ,  s i g u i e n d o  el  p r o c e d i m i e n t o  de 
E r i k s s o n  y c o i s .  [ 5 4 3  y S a n c h i s  [ 2 1 8 3 .  Las  c o n d i c i o n e s  
del  c r o m a t ó g r a f o  f u e r o n  l a s  s i g u i e n t e s  t e m p e r a t u r a s : 
i n y e c c i ó n  170 "C ,  horno  ( c o lu m n a )  7 5 " C ,  d e t e c t o r  140"C y 
m u e s t r a  7 0"C .

Las m u e s t r a s  ( s a n g r e  o m ed io  de c u l t i v o )  se d i l u y e 
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ron en un volumen t o t a l  de 0 , 5  mi de H20 y se i n t r o d u j e 
ron en v i a l e s  de v i d r i o  de c i e r r e  h e r m é t i c o  ( e s p e c i a l e s  
p a r a  l a  i n y e c c i ó n  a u t o m á t i c a  de l a  m u e s t r a ) .  Las  á r e a s  
o b t e n i d a s  de l o s  d i f e r e n t e s  p i c o s  se a n a l i z a r o n  a u t o m á t i 
camente  por  un i n t e g r a d o r  Sigma 15 .

Se r e a l i z a r o n  c u r v a s  e s t á n d a r  de e t a n o l  y a c e t a l d e 
h í d o  b a j o  l a s  mismas c o n d i c i o n e s  que l a s  m u e s t r a s .  Se 
r e a l i z a r o n  b l a n c o s  con agua b i d e s t i l a d a  a l  comenzar  y 
■ f i n a l i z a r  l o s  a n á l i s i s .

PROTEINA

La c o n c e n t r a c i ó n  de p r o t e í n a s  en l a s  m u e s t r a s  se 
d e t e r m in ó  según e l  método de Lowry y c o i s .  C1433 ,  usando  
s e r o a l b ú m i n a  b o v in a  como e s t á n d a r .

ADN

El c o n t e n i d o  de ADN de l a s  m u e s t r a s  se d e t e r m in ó  por  
e l  método f 1u o r i m é t r i c o  de L a b a r c a  y P a ig e n  C1193 .  La  
m u e s t r a  se d i l u y ó  en tampón 0 , 0 5  M NaP0«, 2 M NaCl pH
7 , 4 ,  p a r a  d i s o c i a r  l a  c r o m a t i n a .  Al a f i a d i r l e  b i s b e n z i m i -  
d a z o l e  se produce  un aumento de - f l u o r e s c e n c i a  a una e x c i 
t a c i ó n  de 360 nm y e m is ió n  de 460 nm, p r o p o r c i o n a l  a l  
c o n t e n i d o  de ADN. Se u t i l i z ó  ADN de t im o  b o v in o  como 
e s t á n d a r .

RADIACTIVIDAD

P a ra  d e t e r m i n a r  l a  r a d i a c t i v i d a d  en l a s  m u e s t r a s  se 
tomaron d i f e r e n t e s  a l í c u o t a s ,  se n e u t r a l i z a r o n  y se l e s  
a f ía d ió  l í q u i d o  de c e n t e l l e o .

A n t e s  de c o n t a r  l a  r a d i a c t i v i d a d ,  l o s  v i a l e s  con l a s  
m u e s t r a s  p e r m a n e c ie r o n  5 6 6  h en o s c u r i d a d  y a 4 BC, p a r a  
e v i t a r  p ro b le m a s  de f o t o l u m i n i s c e n c i a  y q u i m i o l u m i n i s -  
c e n c í a .

A N A L IS IS  ESTADISTICO

Los r e s u l t a d o s  e s t á n  e x p re s a d o s  como m ed ia  ±  
d e s v i a c i ó n  e s t á n d a r  ( S . D . )  o e r r o r  e s t á n d a r  ( S . E . ) .  P a ra  
c a l c u l a r  e l  g rado  de s i g n i f i c a c i ó n  e n t r e  l o s  v a l o r e s  
o b t e n i d o s  de l o s  d i f e r e n t e s  g r u p o s ,  l o s  d a t o s  se p r o c e 
s a ro n  m e d ia n t e  e l  t e s t  " t "  de S t u d e n t .

En l o s  c u l t i v o s  de a s t r o c i t o s ,  l o s  p u n to s  o b t e n i d o s  
e x p e r  im e n ta l  mente del  c o n t e n i d o  de ADN y de p r o t e í n a s  se
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a j u s t a r o n ,  m e d ía n te  r e g r e s i ó n  l o g a r í t m i c a ,  a una c u r v a  de 
c r e c i m i e n t o  l o g a r í t m i c o  de e c u a c ió n  g e n e r a l :

y =  A + B l o g ( x )

h a b ié n d o s e  d e s c a r t a d o  p r e v i a m e n t e  l a  p o s i b i l i d a d  de a j u s 
te  a o t r o s  t i p o s  de c u r v a .

Cuando l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  de r a t a s  c o n t r o l  “ p a i r  
■fed" y c o n t r o l  “ ad l i b "  no m o s t r a r o n  d i - f e r e n c i a s  e s t a d í s 
t i c a m e n t e  s i g n i f i c a t i v a s ,  se u n i e r o n  en un s o l o  g rupo  de 
nominado “ c o n t r o l " .



RESULTADOS
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1 .  ESTUDIO DE LOS HEPATOCITOS.

1 . 1 .  AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS DE RATAS FETALES Y  
NEONATALES: CONSIDERACIONES METODOLOGICAS.

El a i s l a m i e n t o  de h e p a t o c i t o s  de r a t a s  a d u l t a s  e s  un 
p r o c e d i m i e n t o  r u t i n a r i o  en muchos 1a b o r a t o r i  os ;  s i n  
em bargo ,  e l  a i s l a m i e n t o  de e s t a s  c é l u l a s  a p a r t i r  de 
r a t a s  f e t a l e s  o n e o n a t a l e s  es  más p r o b l e m á t i c o  d e b id o  por  
un l a d o ,  a l  pequeffo tamafio de l o s  h í g a d o s  y p o r  o t r o ,  a 
l a  g r a n  c a n t i d a d  de c é l u l a s  h e m a t o p o y é t i  c a s  que e x i s t e n  
en e l  h í g a d o  a esa  e d a d .

T a n t o  l o s  h íg a d o s  f e t a l e s  como l o s  de r a t a s  neona
t a l e s  son de d i f í f i l  p e r f u s i ó n  d e b id o  a su tamafio ,  p o r  l o  
que no pudim os e m p lea r  l o s  p r o c e d i m i e n t o s  que g e n e r a l 
mente  se u t i l i z a n  p a r a  a i s l a r  h e p a t o c i t o s  de h í g a d o  de 
r a t a  a d u l t a ,  basados en l a  p e r f u s i ó n  de d i c h o  ó r g a n o .  Por  
e l l o  u t i l i z a m o s  o t r o  p r o c e d i m i e n t o ,  basado en e l  d e s c r i t o  
por  L o r e n z o  y c o i s .  I 1 4 1 J .

El p r o c e d i m i e n t o  a l t e r n a t i v o  a l a  p e r f u s i ó n ,  u t i l i 
zado  en r a t a s  a d u l t a s ,  se b asa  en una s e r i e  de pasos  cuya  
f u n c i ó n  e s :

1 2 )  D i s g r e g a c i ó n  p a r c i a l  d e l  t e j i d o  m e d i a n t e  t r o c e a d o  
mecán i c o .

2 2 )  Lavado e x h a u s t i v o  de l o s  f r a g m e n t o s  p a r a  e l i m i n a r  
p a r c i a l m e n t e  c é l u l a s  h e m a t o p o y é t i  c a s  y h e m a t í e s  ma
d u r o s .

3 2 )  I n c u b a c ió n  en una s o l u c i ó n  de c o l a g e n a s a  p a r a  l a  
d i s g r e g a c i ó n  t o t a l  de l o s  h e p a t o c i t o s .

4 2 )  E l i m i n a c i ó n  del  t e j i d o  c o n j u n t i v o  y a g re g a d o s  c e l u 
l a r e s  por  s u c e s i v o s  pases  a t r a v é s  de m a l l a s  de t a 
mafio de p o ro  d e c r e c i e n t e  < 5 0 0 - 3 5  Pm) . D e b id o  a q u e ,  
por una p a r t e  l o s  h e p a t o c i t o s  t i e n d e n  a a g r e g a r s e  
r á p i d a m e n t e ,  y por  o t r a  e l  ADN de l a s  c é l u l a s  r o t a s  
t i e n d e  a f o r m a r  una e s p e c i e  de e n t ra m a d o  capaz  de 
r e t e n e r  c é l u l a s ,  a l  f i n a l  de l o s  f i l t r a d o s  d e s c r i t o s  
se t r a t ó  l a  s u s p e n s ió n  c e l u l a r  con t r i p s i n a  y 
ADNasa, además de m a n te n e r  una c o n t i n u a  d i s g r e g a c i ó n  
mecán i c a .

5 2 )  Las c é l u l a s  h e m a to p o y é t i  cas  y l o s  h e m a t í e s  que 
p u d i e r a n  q u e d a r ,  se e l i m i n a r o n  p o r  a s p i r a c i ó n ,  ya  
que d i c h a s  c é l u l a s  s e d im e n t a b a n ,  t r a s  c e n t r i f u g a 
c i ó n ,  en l a  p a r t e  s u p e r i o r  de l  p r e c i p i t a d o ,  y además  
e r a n  f á c i l m e n t e  i d e n t i f i c a b l e s  por  su c o l o r  r o j o .
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La r e c u p e r a c i ó n  de h e p a t o c i t o s  o s c i l ó  e n t r e  10 y 14 
x 10* c é l u l a s / g  d e h í g a d o ,  con una p u r e z a  de %98X, t a n t o  
p a r a  l o s  c o n t r o l e s  como p a r a  l o s  e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l .  La  
v i a b i l i d a d  f u é  s u p e r i o r  a l  90X ,  m a n te n ié n d o s e  v a l o r e s  
s i m i l a r e s  h a s t a  e l  f i n a l  de l o s  e x p e r i m e n t o s ,  g r a c i a s  a 
que l o s  h e p a t o c i t o s  se m a n t u v ie r o n  en s o l u c i o n e s  que 
c o n t e n í a n  BSA, y  e s t u v i e r o n  c o n s ta n te m e n te  gaseados  con 
c a r b ó g e n o .

1 . 2 .  S IN T E S IS  DE PROTEINAS EN HEPATOCITOS.

La s í n t e s i s  de p r o t e í n a s  se e s t u d i ó  m e d ia n te  l a  
i n c o r p o r a c i ó n ,  p r o c e s a m ie n t o  y l i b e r a c i ó n  de ' H - l e u c i n a ,  
p o r  m étodos  b i o q u í m i c o s  y  a u t o r r a d i o g r á f i  e o s .

1 . 2 . 1 .  INCORPORACION Y LIBERACION DE 8H-LEUCINA.

La f i g u r a  4 m u e s t r a  l a  i n c o r p o r a c i ó n  de ’ H - l e u c i n a  
en l o s  h e p a t o c i t o s  a s í  como l a  l i b e r a d a  a l  medio  de 
c u l t i v o  a d i f e r e n t e s  t ie m p o s  de des m a rca ,  t r a s  un p u l s o  
de 5 min ( p a r a  e s t u d i a r  l a  s í n t e s i s  de p r o t e í n a s  de 
s í n t e s i s  r á p i d a ) ,  o de 60 min ( p a r a  l a s  que se s i n t e t i z a n  
más l e n t a m e n t e ) .

T r a s  e l  p u l s o  de 5 m in ,  l a  r a d i a c t i v i d a d  i n c o r p o r a d a  
en l o s  h e p a t o c i t o s  f u é  d is m in u y e n d o  p r o g r e s i v a  y l i n e a l — 
mente a l o  l a r g o  de l  t ie m p o  de desmarca ( F i g .  4 A ) ,  que
dando a l o s  90 min de d i c h o  p e r í o d o  un 75X con r e s p e c t o  a 
l a  de 15 m in .  La r a d i a c t i v i d a d  l i b e r a d a  a l  medio  f u é
aumentando tam bién  p r o g r e s iv a m e n t e  a l o  l a r g o  de d i c h o
p e r í o d o  ( F i g .  4 B ) , s i e n d o  a l o s  90 min del  p u l s o  1 , 7
v e c e s  s u p e r i o r  a l a  e n c o n t r a d a  a l o s  15 m in .

Los h e p a t o c i t o s  de r a t a s  e x p u e s t a s  p r e n a t a l m e n t e  a l  
a l c o h o l  i n c o r p o r a r o n , t r a s  un p u l s o  de 5 m in ,  unos n i v e 
l e s  de sH - l e u c i n a  menores  que l a s  c o n t r o l e s ,  aunque l a  
d i f e r e n c i a  s ó l o  f u é  s i g n i f i c a t i v a  a l o s  60 min del  t ie m p o  
de d e s m a r c a .  La d i s m in u c ió n  de d i c h o s  n i v e l e s  f u é  p r o g r e 
s i v a  a l o  l a r g o  de d i c h o  t ie m p o .  S in  embargo,  no f u é  tan  
l i n e a l  como l a  de l o s  c o n t r o l e s  ya  que ,  aunque en l o s  dos  
ca s o s  l o s  v a l o r e s  de d i c h a  d i s m in u c ió n  f u e r o n  s i m i l a r e s  
(Jfc25% con r e s p e c t o  a l o s  de l o s  15 min de d e s m a r c a ) ,  en 
l o s  h e p a t o c i t o s  de r a t a s  t r a t a d a s  con a l c o h o l  f u é  más 
r á p i d a  d u r a n t e  l a  p r i m e r a  h o r a  (donde se r e d u j o  e l  Q2Y. de 
l a  d i s m i n u c i ó n  t o t a l ,  f r e n t e  a l  6TA de l o s  c o n t r o l e s ) ,  y 
más l e n t a  d u r a n t e  l o s  ú l t i m o s  30 m in .

La l i b e r a c i ó n  de r a d i a c t i v i d a d  al  m ed io  de c u l t i v o  
por  e s t o s  h e p a t o c i t o s  tam bién  f u é  aumentando p r o g r e s i v a 
mente  a l o  l a r g o  del t iem p o  de d esm arca ,  p e r o  f u é  menor
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F i g u r a  4 .  G r á f i c a  en l a  que se r e p r e s e n t a  l a  c i n é t i c a  de 
i n c o r p o r a c i ó n  y l i b e r a c i ó n  de 8H - l e u c i n a  en h e p a t o c i t o s  
a i s l a d o s  de f e t o s  de r a t a s  c o n t r o l e s  ( r a d i a c t i v i d a d  r e t e 
n i d a  ( • >  y  l i b e r a d a  a l  m e d io  ( A )  > y e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  
( r e t e n i d a  (O )  y l i b e r a d a  ( A ) ) , t r a s  un p u l s o  de 5 min (A  
y B) o de ¿0 min (C y D>,  y a  d i f e r e n t e s  t ie m p o s  de d e s 
m a r c a .  Cada p u n to  r e p r e s e n t a  l a  m ed ia  ±  S . E .  de 7 - 8  v a l o 
r e s .  D i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  con r e s p e c t o  a l  c o n t r o l  
( * p  < 0 , 0 5 ;  * * p  < 0 , 0 1 ) .
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que en l o s  c o n t r o l e s ,  e n c o n t rá n d o s e  un v a l o r  de l  77% con 
r e s p e c t o  a l o s  c o n t r o l e s  a l  - f in a l  de d i c h o  t ie m p o .  
Además, aunque e l  aumento  de r a d i a c t i v i d a d  en e l  medio  
-fué s i m i l a r  en ambos cas os  con r e s p e c t o  a l o s  15 min  
( % 1 .1 6 0  cpm/ml m e d i o ) ,  en l o s  h e p a t o c i t o s  t r a t a d o s  con 
a l c o h o l  l a  l i b e r a c i ó n  -fué más r á p i d a  en l a  p r i m e r a  h o r a  
de desmarca  (80% de l  t o t a l  l i b e r a d o  en e l  s o b r e n a d a n t e ,  
- f r e n t e  a l  72% d e l  c o n t r o l ) ,  y más l e n t a  en l o s  ú l t i m o s  30 
m in .

T r a s  e l  p u l s o  de 60 min  se o b s ervó  e l  mismo p a t r ó n  
de i n c o r p o r a c i ó n  y  l i b e r a c i ó n  en l o s  h e p a t o c i t o s  c o n t r o 
l e s  que e l  d e s c r i t o  p a r a  e l  p u l s o  de 5 m i n .  S in  embargo  
d i c h a  i n c o rp o r a c  i ón -fué, a 1 os 15 min d e l  t ie m p o  de d e s 
m a r c a ,  6  v e c e s  s u p e r i o r  que t r a s  e l  p u l s o  de 5 m in ,  y  fu é  
d is m in u y e n d o  l i n e a l m e n t e  a l o  l a r g o  de d i c h o  t ie m p o ,  h a s 
t a  a l c a n z a r ,  a l o s  90 m i n ,  unos v a l o r e s  d e l  61% con r e s 
p e c t o  a l o s  15 min ( F i g .  4 C ) . I g u a l m e n t e ,  l a  r a d i a c t i 
v i d a d  en e l  m e d io  f u é  aum entando,  s i e n d o  a l  f i n a l  de l  e x 
p e r i m e n t o  2 , 7  v e c e s  s u p e r i o r  que a l  p r i n c i p i o  ( F i g .  4 D ) .

S in  em bargo ,  l a  i n c o r p o r a c i ó n  y l i b e r a c i ó n  de *H-  
l e u c i n a  por  l o s  h e p a t o c i t o s  de r a t a s  t r a t a d a s  con a l c o h o l  
e in c u b a d a s  d u r a n t e  60 min con e l  p r e c u r s o r ,  p r e s e n t ó  
d i f e r e n c i a s  con r e s p e c t o  a l o s  c o n t r o l e s .  Por una p a r t e ,  
l a  d i s m in u c ió n  de l a  r a d i a c t i v i d a d  i n c o r p o r a d a  no f u é  
l i n e a l ,  s i n o  que d is m in u y ó  más r á p i d a m e n t e  en l a  p r i m e r a  
h o r a  de desmarca  (77% de l a  d i s m in u c ió n  t o t a l ,  f r e n t e  a l  
63% de l  c o n t r o l ) ,  y más l e n t a m e n t e  en l o s  ú l t i m o s  30 m in .  
Por o t r a  p a r t e ,  a l o s  90 min t o d a v í a  r e t e n í a n  e l  79% de 
l a s  c u e n t a s  r e s p e c t o  a l  v a l o r  de l o s  15 m in ,  l o  que
supone l a  m i t a d  de l o  d i s m i n u i d o  por  l o s  c o n t r o l e s  ( 6 1 % ) .  
En c o r r e s p o n d e n c i  a con l o s  v a l o r e s  de r a d i a c t i v i d a d
r e t e n i d o s  por  l o s  h e p a t o c i t o s ,  l a  l i b e r a c i ó n  a l  m edio  fu é  
menor (82% de l o s  c o n t r o l e s  a l  f i n a l  de l  t ie m p o  de d e s 
m a r c a ) ,  s i e n d o  e l  aumento más r á p i d o  en l a  p r i m e r a  h o r a  
de desm arca  (80% de l  t o t a l  l i b e r a d o ,  f r e n t e  a l  66% de l o s  
c o n t r o l e s ) ,  y más l e n t o  en l o s  ú l t i m o s  30 m in ,  con un
c r e c i m i e n t o  f i n a l  de 3 , 2  v e c es  con r e s p e c t o  a l o s  15 m in .

En to d o s  l o s  c a s o s ,  es  d e c i r ,  t a n t o  t r a s  l o s  p u l s o s  
de 5 y 60 m in ,  como en l o s  h e p a t o c i t o s  de r a t a s  c o n t r o l e s  
o t r a t a d a s  con a l c o h o l ,  l a  d i s m in u c ió n  de l a  r a d i a c t i v i 
dad r e t e n i d a  por  l a s  c é l u l a s  y e l  aumento de l a  l i b e r a d a  
a l  m ed io  a l o s  90 m in ,  m o s tró  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  
(p  i  0 , 0 5 )  con r e s p e c t o  a l o s  v a l o r e s  de l o s  15 m in .

1 . 2 . 2 .  METODOS AUTORRADIOGRAFICOS.

Por  m ed io  de l a  a u t o r r a d  i o g r a f í a  pudimos a n a l i z a r  l a  
c i n é t i c a  de l a  9H - l e u c i n a  in c o r p o r a d a  en l o s  h e p a t o c i t o s ,  
e s t u d i a n d o  e s p e c i a l m e n t e  l o s  o r g á n u lo s  c e l u l a r e s  r e l a c i o 
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nados con l a  s í n t e s i s  y g l i  eos i  1a c ió n  de p r o t e í n a s ,  como 
son e l  r e t í c u l ó  e n d o p lá s m ic o  ru g o s o  <REr)  y e l  a p a r a t o  de 
G o l g i ,  a s í  como e l  d e s t i n o  de d i c h a s  p r o t e í n a s .  Las  
• f i g u r a s  5 y  6  m u e s t ra n  e l  número de m arcas  en l a s  a u t o -  
r r a d  i ogr  a - f í a s  a m i c r o s c o p í a  e l e c t r ó n i c a ,  c o r r e s p o n d i e n t e s  
a l a  i n c o r p o r a c  i ón de * H - l e u c i n a  y l a s  r e l a t i v a s  a l o s  
d i s t i n t o s  t ie m p o s  de des m a rca ,  t r a s  un p u l s o  de 5 m in .

El número de m arcas  en e l  a p a r a t o  de G o l g i ,  en 
r e l a c i ó n  a l  número t o t a l  de m arcas  de l  c i t o p l a s m a  ( F i g .  
5 ) ,  p r e s e n t ó  en l o s  h e p a t o c i  t o s  c o n t r o l e s  un v a l o r  máximo  
a l o s  15 min de desmarca < 2 , 6  v e c e s  s u p e r i o r  a l  i n i c i a l ) ,  
d i s m in u y e n d o  p o s t e r i o r m e n t e  h a s t a  un v a l o r  de l  49 ,5%  con 
r e s p e c t o  a l  máximo.

En l o s  h e p a t o c i t o s  de r a t a s  t r a t a d a s  con a l c o h o l ,  e l  
p o r c e n t a j e  i n i c i a l  de m arcas  so b re  e l  a p a r a t o  de G o lg i  
f u é  menor (58% )  que en l o s  c o n t r o l e s  a ese mismo t ie m p o ;  
p o s t e r i o r m e n t e  d i c h o  v a l o r  f u é  aumentando h a s t a  un máximo  
que se s i t u ó  a l o s  30 min de l  p e r í o d o  de desm arca .  E s te  
máximo f u é  2 , 2  v e c e s  s u p e r i o r  a l  v a l o r  i n i c i a l ,  y l a  
m i t a d  de l  máximo e n c o n t r a d o  en l o s  c o n t r o l e s .  Al f i n a l  
de l  t ie m p o  de d e s m a rc a ,  l o s  h e p a t o c i t o s  t o d a v í a  p r e s e n t a 
ban e l  697. d e l  v a l o r  máximo ( f r e n t e  a l  4 9 ,5%  de l o s  con 
t r o l e s ) ,  l o  que s i g n i f i c a  que l a  v e l o c i d a d  de t r a n s p o r t e  
de e s t a s  p r o t e í n a s  m a rcad as  e n t r e  e l  a p a r a t o  de G o lg i  y 
o t r o s  c o m p a r t i m e n t o s  c e l u l a r e s  e s t a b a  d i s m i n u i d a .

El in c r e m e n t o  de l a s  m arcas  sob re  e l  a p a r a t o  de 
G o l g i ,  e n t r e  e l  v a l o r  i n i c i a l  y e l  máximo,  f u é  e s t a d í s t i 
camente s i g n i f i c a t i v o ,  t a n t o  en l o s  h e p a t o c i t o s  c o n t r o l e s  
(p  < 0 , 0 1 )  como en l o s  t r a t a d o s  con a l c o h o l  (p  5 0 , 0 5 ) .

S in  embargo hay que s e f i a l a r  que l a  e x p r e s i ó n  del  
n i v e l  de m a rc a s  de un o r g á n u l o  como e l  p o r c e n t a j e  de 
m a rc a s  r e s p e c t o  a l  t o t a l  de l  c i t o p l a s m a ,  es  un p r o c e d i 
m i e n t o  i n e x a c t o  cuando se cumplen l a s  c o n d i c i o n e s  de una  
d i s t r i b u c i ó n  de o r g á n u l o s  a l  a z a r  y un n i v e l  de p r o t e í n a s  
r e l a t i v a m e n t e  a l t o .

Por e l l o ,  en n u e s t r o  c a s o ,  se d e t e r m in ó  tam bién  l a  
r e l a c i ó n  de c o n c e n t r a c i o n e s  exp re s a n d o  l o s  v a l o r e s  c i t a 
dos en r e l a c i ó n  a l  á r e a  r e l a t i v a  que ocupa e l  o r g á n u l o  en 
c u e s t i ó n  en e l  c i t o p l a s m a .  A s í  observamos que en l o s  
h e p a t o c i t o s  c o n t r o l e s  se produce  un g ran  aumento del  nú
mero de m a rc a s  en e l  a p a r a t o  de G o lg i  ( F i g .  6 B ) . El  v a 
l o r  máximo de m arcas  se a l c a n z ó  a l o s  30 min de l  p e r í o d o  
de d e s m a r c a ,  con unos v a l o r e s  4 , 8  vec es  s u p e r i o r e s  a l o s  
i n i c i a l e s .  E s t o s  v a l o r e s  d i s m in u y e r o n  p o s t e r i o r m e n t e  
h a s t a  a l c a n z a r  un 12% de l  v a l o r  máximo a l  f i n a l  de d i c h o  
p e r í o d o .  En l o s  h e p a t o c i t o s  de r a t a s  t r a t a d a s  con a l c o 
h o l ,  e l  aumento  de m arcas  en e l  a p a r a t o  de G o lg i  fu é  
mucho menor que en l o s  c o n t r o l e s ,  a lc a n z á n d o s e  a l o s  30
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F i g u r a  5 .  G r á f i c a  en l a  que se r e p r e s e n t a  l a  c i n é t i c a  de 
i n c o r p o r a c i ó n  de ’ H - l e u c i n a  en e l  a p a r a t o  de G o lg i  de he 
p a t o c i t o s  a i s l a d o s  de f e t o s  de r a t a s  c o n t r o l e s  <•> y e x 
p u e s t o s  a l  a l c o h o l  ( O ) , t r a s  un p u l s o  de 5 min y a d i f e 
r e n t e s  t ie m p o s  de desm arca .  Cada p u n to  r e p r e s e n t a  l a  me
d i a  ±  S . E .  P a r a  toma de m u e s t r a s ,  v e r  M a t e r i a l e s  y M é to 
d o s .  D i f e r e n c i a  s i g n i f i c a t i v a  con r e s p e c t o  a l  c o n t r o l  <*p  
< 0 , 0 5 ) .
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F i g u r a  6 .  G r á f i c a  en l a  que se r e p r e s e n t a  l a  c i n é t i c a  de i n c o r p o r a 
c i ó n  de * H - l e u c i n a  en e l  r e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  r u g o s o  ( A )  y a p a r a t o
de G o lg i  (B )  de h e p a t o c i t o s  a i s l a d o s  de f e t o s  de r a t a s  c o n t r o l e s
<•»▲> Y e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  ( O , A ) ,  t r a s  un p u l s o  de 5 min y  a d i f e 
r e n t e s  t ie m p o s  de d e s m a rc a .  Cada p u n to  r e p r e s e n t a  l a  m e d ia  ±  S . D .  
D i f e r e n c i a  s i g n i f i c a t i v a  con r e s p e c t o  a l  c o n t r o l  <*p < 0 f 0 1 > .
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min de desmarca un v a l o r  máximo 2 , 5  veces  e l  i n i c i a l ,  l o  
que s u p o n ía  e l  58% con r e s p e c t o  a l  c o n t r o l .  El  n i v e l  de 
m arcas  a l o s  60 min s ó l o  h a b í a  d i s m in u id o  un 28% de l  
v a l o r  máximo ( f r e n t e  a l  87% de d is m in u c ió n  de l  c o n t r o l ) .

El in c re m e n to  de d i c h a  r e l a c i ó n  e n t r e  e l  t ie m p o  
i n i c i a l  y e l  p u n to  máximo,  a s í  como l a  d i s m in u c ió n  e n t r e  
e s t e  ú l t i m o  y  e l  v a l o r  a l o s  60 m in ,  t a n t o  en h e p a t o c i t o s  
c o n t r o l e s  como en l o s  t r a t a d o s  con a l c o h o l ,  p r e s e n t ó  d i 
f e r e n c i a s  e s t a d í s t i c a m e n t e  s i g n i f i c a t i v a s  (p < 0 , 0 1 ) .

Con r e s p e c t o  a l  R E r , l a  r e l a c i ó n  de c o n c e n t r a c i ó n  en 
l o s  h e p a t o c i t o s  de r a t a s  c o n t r o l e s  d ism in u yó  r á p i d a m e n t e  
en l o s  p r i m e r o s  15 min de d esm arca ,  p e rm an e c ie n d o  c o n s 
t a n t e  ( a l r e d e d o r  de l a  u n i d a d )  d u r a n t e  e l  r e s t o  de d i c h o  
t iem p o  ( F i g .  6 A ) . S in  embargo ,  l a  d is m in u c ió n  o b s e r v a d a  
en l o s  h e p a t o c i t o s  de r a t a s  t r a t a d a s  con a l c o h o l  f u é  más 
g r a d u a l ,  no l l e g a n d o  a l  v a l o r  1 h a s t a  l o s  60 min de d e s 
m a r c a ,  aunque,  como l o s  c o n t r o l e s ,  l a  d i s m in u c ió n  f u é  
e s t a d í s t i c a m e n t e  s i g n i f i c a t i v a  <p < 0 , 0 1 )  con r e s p e c t o  a l  
v a l o r  i n i c i a l .

1 . 3 .  S IN TESIS  DE GLICOPROTEINAS.

La g l i  eos i 1a c ió n  de p r o t e í n a s  se e s t u d i ó  m e d i a n t e  l a  
i n c o r p o r a c i ó n ,  p r o c e s a m ie n t o  y l i b e r a c i ó n  de ’ H-manosa  
y ’ H - g a l a c t o s a  en l o s  h e p a t o c i t o s  a i s l a d o s ,  por  p r o c e d i 
m ie n t o s  b i o q u í m ic o s  y a u t o r r a d i o g r á f i  eo s .

Se sabe que es  en e l  REr donde se i n c o r p o r a n  
i n i c i a l m e n t e  14 m o l é c u l a s  de a z ú c a r e s  ( 9  de l a s  c u a l e s  
son mañosa) a l a  m o l é c u l a  de p r o t e í n a ,  p a r a  p e r d e r  4 de 
d i c h a s  m o l é c u l a s  ( i n c l u i d a  1 de mañosa) a n t e s  de s e r  
t r a n s f e r i d a  a l  a p a r a t o  de G o l g i .

La i n c o r p o r a c i ó n  de d ic h o s  a z ú c a r e s  en l o s  h e p a t o 
c i t o s  y su l i b e r a c i ó n  a l  medio  se e s t u d i ó  en p r i m e r  l u g a r  
por métodos b i o q u í m i c o s .  S in  embargo,  l o s  r e s u l t a d o s  de 
e s t o s  e x p e r im e n t o s  nos d i e r o n  una gran  d i s p e r s i ó n  de v a 
l o r e s  que no s e g u ía n  n ingún  p a t r ó n  d e t e r m in a d o  ( p r o b a b l e 
mente d e b id o  a l  c o n t i n u o  r e c i c l a j e  de l o s  p r e c u r s o r e s ) ,  
por  l o  que d ic h o  e s t u d i o  no se tomó en c o n s i d e r a c i ó n .

Por e l  c o n t r a r i o ,  e l  e s t u d i o  de l a s  a u t o r r a d  i o g r a -  
f í a s  s í  que d ió  una c l a r a  v i s i ó n  del  p r o c e s o  de g l i c o s i -  
l a c i ó n  en e l  i n t e r i o r  de l o s  h e p a t o c i t o s  ( F i g .  7 ) .  En l a s  
c é l u l a s  c o n t r o l e s  v imos que l a  r e l a c i ó n  de c o n c e n t r a c i ó n  
de mañosa en e l  REr d i s m i n u í a  b ruscam ente  en l a  p r i m e r a  
m edia  h o ra  de desmarca ( e l  70% de l a  d i s m in u c ió n  t o t a l ) ,  
y con más l e n t i t u d  en t iem po s  p o s t e r i o r e s ,  l l e g a n d o  a 
a l c a n z a r  a 1 os 180 min e l  52% del  v a l o r  i n i c i a l  ( F i g .  8
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F i g u r a  7 .  Au t o r r a d  i ogr  a - f í a s  de h e p a t o c i t o s  de r a t a s  con
t r o l e s  <A y B) y p r e n a t a l m e n t e  e x p u e s t a s  a l  e t a n o l  <C y 
D) t r a s  un p u l s o  de 5 min con *H-manosa (A )  o * H - g a l a c -
t o s a  <B, C y D> y desm arcas  de 60 min (A y B) y 180 min
<C y D ) . En e s t a s  ú l t i m a s  imágenes se ve c l a r a m e n t e  una  
r e t e n c i ó n  de m arcas  en e l  a p a r a t o  de G o l g i .  <A, x 7 7 . 6 2 8 ;
B, x 5 5 . 6 3 ? ;  C, x 2 6 . 3 8 2 ;  D, x 1 8 . 5 0 0 ) .
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F i g u r a  8 .  G r á f i c a  en l a  que se r e p r e s e n t a  l a  c i n é t i c a  de i n c o r p o r a 
c i ó n  de *H-tnanosa en e l  r e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  r u g o s o  (A )  y a p a r a t o  de 
G o lg i  ( B )  de h e p a t o c i t o s  a i s l a d o s  de f e t o s  de r a t a s  c o n t r o l e s  y e x 
p u e s t o s  a l  a l c o h o l ,  t r a s  un p u l s o  de 5 min y a d i f e r e n t e s  t ie m p o s  de 
d e s m a rc a .  S ím b o lo s  como en l a  F i g .  ó .  Cada p u n to  r e p r e s e n t a  l a  m ed ia  
±  S . D .  D i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  con r e s p e c t o  a l  c o n t r o l  ( * p  < 0 , 0 5 ;
* * p  < 0 , 0 1 ) .
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A)  .

En e l  a p a r a t o  de G o l g i ,  donde ya  no se p i e r d e n  más 
m o l é c u l a s  de mañosa,  d i c h a  r e l a c i ó n  de c o n c e n t r a c i ó n
aumentó h a s t a  l o s  60 min d e l  p e r í o d o  de desm arca ,  con 
unos v a l o r e s  %6 v e c e s  s u p e r i o r e s  a l o s  i n i c i a l e s ,  d i s m i 
nuyendo p o s t e r i o r m e n t e  h a s t a  a l c a n z a r ,  a lo s  180 m in ,  e l  
61 ,5%  del  v a l o r  máximo ( F i g .  8 B) .

En e l  REr de l o s  h e p a t o c i t o s  de r a t a s  t r a t a d a s  con
a l c o h o l ,  se e n c o n t r ó  una r e l a c i ó n  de c o n c e n t r a c  ión
i n i c i a l  de l  a z ú c a r  m arcado  mayor que en l o s  c o n t r o l e s ,  
aunque ambos -fueron d is m in u y e n d o  de una manera s i m i l a r ,  
e n c o n t r a n d o  a l  - f in a l  de l  t ie m p o  de desmarca un 52% con 
r e s p e c t o  a l  i n i c i a l .  El a p a r a t o  de G o lg i  también m ostró  
un p a t r ó n  de e v o l u c i ó n  s i m i l a r  a l  c o n t r o l ,  s i  b i e n  a l o s  
60 min s ó l o  h a b í a  aumentado 3 v e c e s  su v a l o r  i n i c i a l ,  y a 
l o s  180 min t o d a v í a  p r e s e n t a b a  e l  84 ,4% de su v a l o r
máximo. E s to s  d a t o s  p a r e c e n  s i g n i - f i c a r  que e s t e  p ro c e s o  
es más l e n t o  en d i c h o s  h e p a t o c i t o s  que en l o s  c o n t r o l e s .

Por o t r a  p a r t e ,  se sabe que l a  g a l a c t o s a  se i n c o r 
p o ra  en e l  a p a r a t o  de G o lg i  a l a s  g l i c o p r o t e í ñ a s  d e s t i n a 
das a s e c r e c i ó n  o a l a  membrana p l a s m á t i c a .  Su r e l a c i ó n
de c o n c e n t r a c i ó n  en e l  REr no v a r i ó  a l o  l a r g o  de todo  el  
t iem po  de des m a rc a ,  y -fué en todo  momento i n - f e r i o r  a 1 en 
l o s  h e p a t o c i t o s  de r a t a s  c o n t r o l e s  ( F i g .  ? > ( h a y  que
r e c o r d a r  que l o s  v a l o r e s  <1 no son s i gn i -f i ca  t  i v o s )  . E s to s  
d a t o s  con cuerdan  con l o  a n t e r i o r m e n t e  d i c h o ,  ya que e l  
REr no p a r e c e  j u g a r  n in g ú n  pap e l  en e l  p ro c e s o  de
i n c o r p o r a c i ó n  de d i c h o  a z ú c a r  a l a  m o l é c u l a  de 
gl i c o p r o t e  í n a .

S in  embargo,  l a  r e l a c i ó n  de c o n c e n t r a c i ó n  en el  
a p a r a t o  de G o lg i  d is m in u y ó  b ru sc am en te  en l o s  p r i m e r o s  30 
min de d e s m a rca ,  e n c o n t r á n d o s e  unos v a l o r e s  del  33% de 
l o s  i n i c i a l e s ,  y m a n t e n i é n d o s e ,  l u e g o ,  p r á c t i c a m e n t e  
c o n s t a n t e  ( F i g .  9 ) .

En l o s  h e p a t o c i t o s  de r a t a s  e x p u e s t a s  a l  e t a n o l  no 
se v i ó  n in g u n a  d i - f e r e n c i a  con r e s p e c t o  a lo s  c o n t r o l e s  en 
l o s  d a t o s  r e f e r e n t e s  a l  R E r .  S in  em bargo ,  l a  r e l a c i ó n  de 
c o n c e n t r a c i ó n  i n i c i a l  en e l  a p a r a t o  de G o lg i  -fué mayor  
que en l o s  c o n t r o l e s ,  y su d i s m i n u c i ó n  mucho más l e n t a ,  
e n c o n t rá n d o s e  a l o s  30 min de desm arca  e l  69% del  v a l o r  
i n i c i a l ,  y e l  45% a l o s  180 m in .  E s to s  d a t o s  apoyan l o s  
o b t e n i d o s  con l a  mañosa,  que p a r e c í a n  s i g n i - f i c a r  un 
r e t r a s o  en e l  t r a n s p o r t e  de p r o t e í n a  e n t r e  e l  a p a r a t o  de 
G olg i  y su d e s t i n o  - f i n a l ,  en l o s  h e p a t o c i t o s  de r a t a s  
e x p u e s t a s  al  a l c o h o l .

Con r e s p e c t o  a l a  r e l a c i ó n  de c o n c e n t r a c i ó n  de 
m arcas  sobre  l a  membrana p l a s m á t i c a ,  que es uno de lo s



C0
LÜ
Z
O

o<<r
i—z
LÜ
Oz
o
o
LÜ
O

Z
O

o<
- J
LÜ
QC

180300 6 0 120

TIEMPO DE DESMARCA (min)

F i g u r a  9 .  G r á f i c a  en l a  que se r e p r e s e n t a  l a  c i n é t i c a  de 
i n c o r p o r a c i ó n  de ’ H - g a l a c t o s a  en e l  r e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  
ru g o s o  ( t r i á n g u l o s )  y  a p a r a t o  de G o lg i  ( c í r c u l o s )  de he
p a t o c i t o s  a i s l a d o s  de f e t o s  de r a t a s  c o n t r o l e s  y  e x p u e s 
t o s  a l  a l c o h o l ,  t r a s  un p u l s o  de 5 min y a d i f e r e n t e s  
t ie m p o s  de d es m a rca .  S ím b o lo s  como en l a  F i g .  ó .  Cada  
p u n to  r e p r e s e n t a  l a  m e d ia  ±  S . D .  D i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a 
t i v a s  con r e s p e c t o  a l  c o n t r o l  ( * p  < 0 , 0 1 ) .
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componentes c e l u l a r e s  donde van d e s t i n a d a s  l a s  g l i c o -  
p r o t e í n a s  s i n t e t i z a d a s ,  hay que d e c i r  que l o s  2 a z ú c a r e s  
e s t u d i a d o s  p r e s e n t a r o n  un c o m p o rta m ie n to  s i m i l a r  < F i g .  
1 0 ) .  En l a s  c é l u l a s  c o n t r o l e s  d i c h a  r e l a c i ó n  -fué 
aumentando a l o  l a r g o  del  t iem po de d es m a rca ,  s ie n d o  
s u p e r i o r  a l a  u n i d a d ,  y por  t a n t o  s i gn i f  i c a t  i v o , a l  - f in a l  
del  p e r í o d o  e s t u d i a d o  ( 1 8 0  m in )  p a r a  ambos p r e c u r s o r e s .  
S in  embargo,  en l o s  h e p a t o c i t o s  de r a t a s  t r a t a d a s  con 
a l c o h o l  d i c h o  aumento -fué más l e n t o ,  no l l e g á n d o s e  con 
n in g u n o  de 1 os 2 a z ú c a r e s  a s u p e r a r  l a  u n id a d  a l  - f in a l  
del  t ie m p o  de d e s m a rc a .  E s to s  d a t o s  apoyan l o s  o b t e n i d o s  
a n t e r i o r m e n t e  en l o s  e s t u d i o s  de l  REr y de l  a p a r a t o  de 
G o l g i ,  que p a re c e n  s i g n i - f i c a r  que en l o s  h e p a t o c i t o s  
a l c o h ó l i c o s  e x i s t e  un r e t r a s o  en e l  t r a n s p o r t e  de l a s  
p r o t e í n a s ,  de su l u g a r  de s í n t e s i s  a su d e s t i n o  - f i n a l .

Hay que d e s t a c a r  que l a  d e n s id a d  de volumen del  
a p a r a t o  de G o lg i  -fué p r á c t i c a m e n t e  c o n s t a n t e  a l o  l a r g o  
de to d o  e l  t ie m p o  de desmarca ,  s i n  m o s t r a r  d i - f e r e n c i a s  
s i g n i f i c a t i v a s  e n t r e  l o s  h e p a t o c i t o s  de r a t a s  c o n t r o l e s  y 
t r a t a d a s  con a l c o h o l  ( F i g .  11 A ) .  S in  embargo,
e n c o n t ra m o s  que l a  a c t i v i d a d  c i t o q u í m i c a  de l a  u r i d i n a  
d i f o s f a t a s a ,  en z im a  m a rcad o ra  de l a  zona " t r a n s "  del  
a p a r a t o  de G o lg i  ( F i g .  1 2 ) ,  a s í  como e l  d e p ó s i t o  de 0 s 0 4, 
m arcad o r  e s p e c í f i c o  de l a  zona " c i s "  ( F i g .  1 3 ) ,  e ra n
m enores  en l a s  r a t a s  t r a t a d a s  que en l a s  c o n t r o l e s .  E s te  
hecho se c o n s t a t ó  a l o  l a r g o  de todo  e l  p e r í o d o  de 
desmarca  ( F i g .  11 B) . Además, cuando se c o n s id e r a b a n
a i s l a d a m e n t e  l a s  c é l u l a s  c o n t r o l e s  o l a s  t r a t a d a s  con 
a l c o h o l ,  e l  v a l o r  de e s t o s  p a r á m e t r o s  no p r e s e n t ó  v a r i a 
c i o n e s  d u r a n t e  todo  e l  t iem po  que duró e l  e x p e r i m e n t o ,  l o  
que p a r e c e  i n d i c a r  que l o s  p ro c e s o s  de a i s l a m i e n t o  e 
i n c u b a c ió n  no a l t e r a n  e l  a p a r a t o  de G o lg i  de l o s
h e p a to c  i t o s .

1 . 4 .  ESTUDIO DE LAS SUBPOBLACIONES DE HEPATOCITOS DE 
RATAS NEONATALES.

1 . 4 . 1 .  PROCESO DE SEPARACION.

Los h e p a t o c i t o s  f e t a l e s ,  que e s t á n  r e c i b i e n d o  un 
a p o r t e  c o n s t a n t e  de g lu c o s a  m a t e r n a ,  s ó l o  n e c e s i t a n  
d e s a r r o l l a r  l o s  s i s t e m a s  e n z i m á t i c o s  g l u c o l í t i  e o s , y no 
p r e s e n t a n  h e t e r o g e n e i d a d  e n t r e  l a s  d i f e r e n t e s  zonas  del  
a c i n o .  S in  em bargo ,  t r a s  e l  n a c i m i e n t o  o c u r r e  un cambio  
b r u s c o  de a p o r t e  n u t r i t i v o  a l  empezar  a i n g e r i r  l e c h e  
m a t e r n a ,  p r e s e n t a n d o  l o s  p r i m e r o s  d í a s  de v i d a  p o s t n a t a l  
un m e ta b o l is m o  p r i n c i p a l m e n t e  g lu c o n e o g é n ic o  ( p o r  e l  g ran  
c o n t e n i d o  en g r a s a  y p r o t e í n a s  de l a  l e c h e ) .  G r a d u a l 
m e n t e ,  d u r a n t e  l a  segunda semana de v i d a  en l a  r a t a ,  l a
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F i g u r a  1 0 .  G r á f i c a  en l a  que se r e p r e s e n t a  l a  c i n é t i c a  de 
i n c o r p o r a c  i ón de 'H-manosa (A )  y  * H - g a l a c t o s a  <B) en l a  
membrana p l a s m á t i c a  de h e p a t o c i t o s  a i s l a d o s  de f e t o s  de 
r a t a s  c o n t r o l e s  <•,▲> y e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  ( O , A ) , t r a s  
un p u l s o  de 5 min y  a d i f e r e n t e s  t ie m p o s  de d es m a rca .  
C o n d i c i o n e s  como en l a s  F i g s .  8 y 9 .
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F i g u r a  11 .  G r á f i c a  en l a  que se r e p r e s e n t a  l a  d e n s id a d  de 
volumen de l  a p a r a t o  de G o lg i  ( A )  y  l a  d e n s id a d  de d e p ó s i 
t o s  <B) de l a  r e a c c i ó n  c i t o q u í m i c a  de l a  UDPasa ( c í r c u 
l o s )  y de 0s0« ( t r i á n g u l o s ) ,  en h e p a t o c i t o s  a i s l a d o s  de 
f e t o s  de r a t a s  c o n t r o l e s  ( H , A , 6 )  y e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  
( □ , A , 0 )  . C o n d i c io n e s  como en l a s  F i g s .  8 y 9 .



F i g u r a  1 2 .  M i c r o g r a f í a s  en l a s  que se m u e s t r a  l a  a c t i v i 
dad c i t o q u í m i c a  de l a  enz im a  UDPasa. En <A) l o s  p r e c i p i 
t a d o s  de - f o s f a t o  de c e r i o  a p a re c e n  c i r c u n s c r i t o s  a l a s  
p o r c i o n e s  " t r a n s *  de l  a p a r a t o  de G o l g i ,  r e t í c u l o  e n d o -  
p l á s m i c o  ru g o s o  y  s i s t e m a  v a c u o l a r  p o s t - G o l g i  <GERL> de 
un h e p a t o c i t o  c o n t r o l .  En <B> y <C) se compara l a  a c t i v i 
dad UDPasa en e l  a p a r a t o  de G o lg i  de un h e p a t o c i t o  con
t r o l  <B> y o t r o  p r e n a t a l m e n t e  e x p u e s t o  a l  e t a n o l  < C ) .  En 
to d o s  l o s  cas os  se t r a t a  de h e p a t o c i t o s  a i s l a d o s  t a l  como 
se d e s c r i b e  en e l  t e x t o .  ( A ,  x 6 2 . 7 3 7 ;  B, x 4 8 . 2 8 2 ;  C, x 
4 8 . 3 3 0 ) .
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F i g u r a  1 3 .  H e p a t o c i t o s  a i s l a d o s  y p r o c e s a d o s  por  l a  t é c 
n i c a  de im p re g n a c ió n  con 0 s 0 4 p a r a  l a  d e m o s t r a c ió n  de l a s  
p o r c i o n e s  " c i s "  de l  a p a r a t o  de G o l g i .  M i e n t r a s  que l o s  
h e p a t o c i t o s  c o n t r o l e s  m o s trab an  v a r i a s  c i s t e r n a s  y nume
r o s a s  v e s í c u l a s  c o n t e n i e n d o  com puestos  de osm io  r e d u c i d o  
( A ) ,  en l o s  h e p a t o c i t o s  de r a t a s  e x p u e s t a s  a l  e t a n o l  d i 
cha a c t i v i d a d  a p a r e c í a  r e s t r i n g i d a  a l  s i s t e m a  v e s i c u l a r .  
( A ,  x 4 7 . 1 9 6 ;  B, x 3 8 . 1 0 3 ) .
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a l i m e n t a c i ó n  va s i e n d o  más r i c a  en c a r b o h i d r a t o s ,  l o  cua l  
c o i n c i d e  con l a  a p a r i c i ó n  de l a  h e t e r o g e n e i d a d  
h e p a t o c i t a r i  a en e l  a c i n o  h e p á t i c o  C I O ? , 1 1 1 3 ,  que ya es  
e v i d e n t e  a p a r t i r  de l o s  12 d í a s  p o s t n a t a l e s .  Por e l l o  en 
e s t e  e s t u d i o  se p a r t i ó  de r a t a s  de d i c h a  e d a d ,  p a r a  
s e p a r a r  l a s  d i f e r e n t e s  subpobl ac i ones de h e p a t o c i t o s ,  y 
e s t u d i a r  l a  p o s i b l e  a f e c t a c i ó n  s e l e c t i v a  d e b id a  a l a  
e x p o s i c i ó n  a l  a l c o h o l .

P a r a  a i s l a r  l o s  h e p a t o c i t o s  en s u b p o b l a c i o n e s  se 
v i e n e n  u t i l i z a n d o  d i f e r e n t e s  t é c n i c a s  C13¿3,  bas ad as  en 
l a s  d i f e r e n c i a s  de tamaho o de d e n s id a d  que p r e s e n t a n  
d i c h a s  c é l u l a s .  Basándonos en e s t a  ú l t i m a  d i f e r e n c i a  se 
p r o c e d ió  a a i s l a r  l a s  s u b p o b l a c i o n e s  de h e p a t o c i t o s  de 
r a t a s  de 12 d í a s  en un g r a d i e n t e  d i s c o n t i n u o  de P e r c o l 1 ,  
p r o c e d i m i e n t o  s i m i l a r  a o t r o s  d e s c r i t o s  p r e v i a m e n t e  
[ 1 8 9 , 2 5 7 3 .  Se u t i l i z ó  P e r c o l 1 ya  que es  una s u s t a n c i a  que 
no p e n e t r a  en l a s  c é l u l a s  n i  p a r e c e  d a h a r l a s ,  y con e l l a  
se pueden p r e p a r a r  s o l u c i o n e s  i s o o s m ó t i c a s  de d i f e r e n t e  
d e n s id a d  <de 1 , 0  a 1 , 3  g /cm*)  . Las d e n s id a d e s  de l a s  
s o l u c i o n e s  de P e r c o l 1 u t i l i z a d a s  f u e r o n  de 1 , 0 7 7  a 1 , 1 1 9  
g /cm *,  l a s  c u a l e s  se d e t e r m i n a r o n  por  d i s t i n t o s  p r o c e d í  -  
mi en t o s :

a> En p r i m e r  l u g a r  m e d i a n t e  l a  u t i l i z a c i ó n  de " d e n s i t y  
m a r k e r  beads"  ( P h a r m a c i a )  que son unas e s f e r a s  peque— 
h a s  de m a t e r i a l  s e m e ja n t e  a l  Se phade x .  E s to s  m a rc a 
d o r e s  se s u m i n i s t r a n  con c o l o r e s  d i s t i n t o s ,  cada  uno 
de e l l o s  c o r r e s p o n d i e n t e  a una d e n s id a d  de P e r c o l 1 .  
El r a n g o  de d e n s id a d e s  que cub re n  o s c i l a  e n t r e  1 , 0 1 7  
y 1 , 1 4 2  g /cm * .  En n u e s t r o  caso se u t i l i z ó  una m e z c la  
de p e r l a s  de d i f e r e n t e s  c o l o r e s  j u n t o  con l a  
s u s p e n s ió n  de h e p a t o c i t o s .  T r a s  c e n t r i f u g a r ,  se 
d e t e r m in ó  l a  p o s i c i ó n  de l o s  m a r c a d o r e s  de d i s t i n t o  
c o l o r  d e n t r o  de l  g r a d i e n t e  de P e r c o l 1 y ,  por  t a n t o ,  
l a  d e n s id a d  de cada f r a c c i ó n  c e l u l a r .

b)  O t r o  p r o c e d i m i e n t o  u t i l i z a d o  p a r a  d e t e r m i n a r  l a  
d e n s id a d  f u é  l a  m ed id a  del  í n d i c e  de r e f r a c c i ó n  de 
l a s  s o l u c i o n e s ,  m e d ia n t e  un r e f r a e  tóme t r o .

c )  También se d e t e r m in ó  l a  d e n s id a d  m e d ia n t e  e l  c á l c u l o  
p e s o /v o lu m e n  de cada s o l u c i ó n .

Por t o d o s  l o s  p r o c e d i m i e n t o s  se o b t u v i e r o n  v a l o r e s  
muy s i m i l a r e s  p a r a  l a  d e n s id a d  de cada una de l a s  
s o lu c  i o n e s .

Se p r e p a r a r o n  8 s o l u c i o n e s  de P e r c o l 1 de d e n s id a d  
c r e c i e n t e ,  con e l  f i n  de o b t e n e r  una buena s e p a r a c i ó n  de 
l o s  h e p a t o c i t o s  de l a s  d i f e r e n t e s  zonas  de l  a c i n o  hep á
t i c o .  Los p r i m e r o s  e x p e r i m e n t o s  se r e a l i z a r o n  u t i l i z a n d o  
6 s o l u c i o n e s ,  o b t e n i é n d o s e  una r e s o l u c i ó n  i n s u f i c i e n t e .
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Al a f í a d i r  2 s o l u c i o n e s  más,  de d e n s id a d  i n t e r m e d i a  < 1 , 0 8 6  
y 1 , 0 8 9  g /cm 3) ,  se m e jo ró  c o n s i d e r a b l e m e n t e  d i c h a  r e s o 
l u c i ó n  y po r  t a n t o  l a  d i s t a n c i a  e n t r e  l a s  d i f e r e n t e s  
ban das .

La c e n t r i f u g a c i ó n  se r e a l i z ó  a 1 2 * C ya que se ha  
comprobado que a e s t a  t e m p e r a t u r a  se red u c e  c o n s i d e r a 
b le m e n te  e l  r i e s g o  de h i p o x i a  1 1 3 6 3 .

T r a s  l a  c e n t r i f u g a c i ó n ,  l o s  h e p a t o c i t o s  se d i s t r i 
buyeron  en to d o s  l o s  e x p e r i m e n t o s ,  en un p a t r ó n  de 7 
bandas < F i g .  3 ) .  La p r i m e r a  ban da ,  en l a  p a r t e  s u p e r i o r  
del  g r a d i e n t e ,  e r a  l a  que c o n t e n í a  más c é l u l a s ,  p e r o
e s t a b a  c o n s t i t u i d a  p r i n c i p a l m e n t e  por  r e s t o s  c e l u l a r e s ,  
a l g u n a s  c é l u l a s  m u e r t a s  y a g reg ad o s  de v a r i o s  h e p a t o c i t o s  
( d o b l e t e s  y t r i p l e t e s ) ,  por  l o  que e s t a  banda no se 
c o n s id e r ó  en l o s  e s t u d i o s  p o s t e r i o r e s .  Las s i g u i e n t e s  
b a n d as ,  de l a  segunda a l a  s é p t i m a ,  se denom inaron  F1 a 
F 6 .

Cada f r a c c i ó n  c e l u l a r ,  t a n t o  l a s  o b t e n i d a s  de r a t a s  
c o n t r o l e s  como de t r a t a d a s  con a l c o h o l ,  se a n a l i z ó
medi a n t e :

1) C i t o f 1u o r i m e t r í a  de f l u j o ,  p a r a  e s t u d i a r  e l  tamaho  
c e l u l a r .

2 )  D e t e r m i n a c i o n e s  e n z i m á t i c a s ,  p a r a  con ocer  l a  a c t i 
v i d a d  de v a r i a s  en z im as  m a rc a d o ra s  de cada zona del
a c i n o  h e p á t i c o ,  a s í  como de l a s  enz im as  que m e ta b o -
1 i zan e l  a l c o h o l .

3 )  P r o c e d im i  en to s  u 1 t r a e s t r u c t u r a l e s , p a r a  e s t u d i a r  l a  
d i s t r i b u c i ó n  de l o s  o r g á n u lo s  c e l u l a r e s ,  t a n t o  c u a l i 
t a t i v a  como c u a n t i t a t i v a m e n t e .

1 . 4 . 2 .  V IA B IL ID A D  Y RECUPERACION DE LAS SUBPOBLACIONES DE 
HEPATOCITOS.

La d e n s i d a d ,  v i a b i l i d a d  c e l u l a r  y r e c u p e r a c i ó n  de 
cada una de l a s  f r a c c i o n e s  c e l u l a r e s  se resume en l a  
T a b l a  5 .  La mayor r e c u p e r a c i ó n  se o b tu v o  en l a  f r a c c i ó n  
F1 , s i n  em bargo ,  a n á l i s i s  m o r f o l ó g i c o s  m o s t r a r o n  que e s t a  
banda c o n t e n í a  a l g u n a s  c é l u l a s  m u e r t a s  y a g r u p a c i o n e s  de 
h e p a t o c i t o s ;  p o r  t a n t o  e s t a  banda no se tomó en c o n s i d e 
r a c i ó n  en l a  m a y o r í a  de l o s  a n á l i s i s  r e a l i z a d o s .  Es im
p o r t a n t e  d e s t a c a r  que l a  v i a b i l i d a d  fu é  s u p e r i o r  a l  9 0 /  
en t o d a s  l a s  f r a c c i o n e s ,  e x c e p t o  en l a s  F 1 .



TABLA 5 .  C a r a c t e r í s t i c a s  de l a s  s u b p o b l a c i o n e s  de h e p a t o c i t o s .

F r a c c i o n e s  de 
h e p a to c  i to s

Densi  dad  
( g /cm*)

V i a b i 1 ¡dad  <%> 
C o n t r o l  E ta n o l

R e c u p e r a c ió n  C/.) 
C o n t r o l  E t a n o l

SO - 90 90

F 1 1 , 0 8 6 75 75 3 6 , 3 ± 2 , 3 4 0 , 5 ± 1 0

F2 l , 0 8 6 - 1  , 0 8 ? >90 >90 1 6 , 6 ± 2 ,1 1 2 ,  5 ± 3 , 2

F3 1 , 0 8 9 - 1 , 0 9 5 >90 >90 1 1 , 6 ± 2 , 3 9 ,  2 ± 2 . 3

F4 1 , 0 9 5 - 1 , 1 0 1 >90 >90 1 7 , 8 ± 3 ,0 1 4 , 3 ± 4 , 3

F5 1 , 1 0 1 - 1 , 1 0 7 >90 >90 1 1 , 2 ± 3 ,1 1 5 , 3 ± 5 ,1

F6 1 , 1 0 7 - 1 , 1 1 2 >90 >90 6 , 4 ± 1 , 4 7 , ? ± 3 , 1

M e d ia  ±  S . D .  de 5 - 6  e x p e r i m e n t o s .  SO =  s u s p e n s ió n  o r i g i n a l  de h e p a t o c i t o s .  
La r e c u p e r a c i ó n  se c a l c u l ó  como p o r c e n t a j e  del  número de c é l u l a s  en cada  
■ f r a c c ió n ,  e x c lu y e n d o  l a  p r i m e r a  banda ( c é l u l a s  daf íadas y a g r e g a d a s ) .
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1 . 4 . 3 . CITOFLUORIMETRIA DE FLUJO.

El tamafio de l o s  h e p a t o c i t o s  se m id ió  por  m ic r o s c o 
p í a  e l e c t r ó n i c a ,  como se m o s t r a r á  más a d e l a n t e ,  y por  c i -  
t o f  1 uor  i m e t r  í a de - f l u j o ,  como se r e p r e s e n t a  en l a  - f ig u r a  
14 .  Como se puede a p r e c i a r ,  l a s  c é l u l a s  mayores  se van 
acumulando cada vez  en un p o r c e n t a j e  mayor en l a s  - f ra c 
c i o n e s  más d e n s a s ,  t a n t o  en l a s  m u e s t r a s  c o n t r o l e s  como 
en l a s  t r a t a d a s  con a l c o h o l ,  aunque e l  tamafto de e s t a s  
ú l t i m a s  p a re c e  s e r  menor que e l  de l a s  p r i m e r a s .

1 . 4 . 4 .  ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN LAS SUBPOBLACIONES DE 
HEPATOCITOS.

Aunque todos  l o s  h e p a t o c i t o s  t i e n e n  l a  misma d o t a 
c ió n  e n z i m á t i c a ,  cad a  zona  de l  a c i n o  h e p á t i c o  de l  h íg a d o  
a d u l t o  se c a r a c t e r i z a  por  p r e s e n t a r  una mayor a c t i v i d a d  
de d e t e r m in a d a s  e n z i m a s ,  d e b id o  a una a d a p t a c i ó n  m e ta b ó -  
l i c a  d i n á m i c a ,  es  d e c i r ,  que e s t á  c o n d i c i o n a d a  por  muchos 
f a c t o r e s  y que se a d a p t a  en cada  momento a sus  
n e c e s i d a d e s .

En e l  p r e s e n t e  e s t u d i o  medimos l a  a c t i v i d a d  de 4 
en z im a s  m a rc a d o ra s  de l a s  d i f e r e n t e s  zona s  de l  a c i n o  
h e p á t i c o ,  p a r a  i d e n t i f i c a r  e l  o r i g e n  p e r i p o r t a l  <PP) o 
p e r  i venoso (PV> de l a s  f r a c c i o n e s  de h e p a t o c i t o s  a i s l a 
dos .  E s t a s  son l a s  e n z im a s  más f r e c u e n t e m e n t e  en s ayadas  
p a r a  ese f i n  [ 2 2 , 2 5 9 3 .

Todas l a s  f r a c c i o n e s  de h e p a t o c i t o s  c o n t r o l e s  mos
t r a b a n  a c t i v i d a d  de a l a n  i na a m i n o t r a n s f e r a s a  ( A L A T ) , e n 
z im a  m a rcad o ra  de l a  zona  PP [ 1 6 4 , 2 3 3 3 .  S in  embargo d i c h a  
a c t i v i d a d  fu é  menor en F 2 ,  aumentando p r o g r e s iv a m e n t e  en 
l a s  s i g u i e n t e s  f r a c c i o n e s ,  s i e n d o  l a  a c t i v i d a d  en F6 1 , 6  
ve c es  s u p e r i o r  a l a  de F2 ( F i g .  1 5 ,  T a b l a  6 ) .  Por e l  con
t r a r i o ,  l a  a c t i v i d a d  de l a  g l u t á m i c o  d e s h id r o g e n a s a  
(GDH>, enz im a m a r c a d o r a  de l a  zona  PV [ 1 6 4 , 2 3 3 3  f u é  mayor  
en l a  f r a c c i ó n  F 2 ,  d is m in u y e n d o  p r o g r e s i v a m e n t e  h a s t a  F 6 ,  
con una a c t i v i d a d  2 , 3  v e c e s  s u p e r i o r  en F2 que en F6  
( F i g .  15 ,  T a b l a  6 ) .

También se m i d i e r o n  l a s  e n z im a s  l á c t i c o  d e s h i d r o g e 
nasa (LDH) y p i r u v a t o  Ki nasa (PK) , m a r c a d o r a s  de l a  zona  
PP y PV r e s p e c t i v a m e n t e  [ 7 5 , 1 6 4 , 2 3 3 3 .  Aunque en contram o s  
a c t i v i d a d  de ambas e n z im a s  en t o d a s  l a s  f r a c c i o n e s  de 
h e p a t o c i t o s ,  é s t a s  f u e r o n  s i m i l a r e s  en t o d a s  e l l a s ,  no 
e x i s t i e n d o  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  e n t r e  l a s  f r a c c i o 
nes e x t r e m a s  en n in g u n a  de l a s  2 a c t i v i d a d e s  e n z i m á t i c a s  
( d a t o s  no m o s t r a d o s ) .  E s t o  p r o b a b le m e n te  se debe a que a 
e s t a  edad no e x i s t e  una c l a r a  p r e d o m i n a n c ia  de d i c h a s  
en z im a s  d e n t r o  de l  a c i n o  h e p á t i c o .
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F i g u r a  14 .  A n á l i s i s ,  m ed ian te  c i to-f 1 uor  i me t r  í a de - f l u j o ,  
de l a  d i s t r i b u c i ó n  de tamafíos de l a  sus pens ión  o r i g i n a l  
(OS) y de l a s  s u b p o b la c io n e s  de h e p a t o c i t o s  ( F l - F ó ) ,  a i s 
la d o s  de r a t a s  c o n t r o l e s  y e x p u e s ta s  al  a l c o h o l .  En o r d e 
nadas número de c é l u l a s  y en a b s c is a s  d i s p e r s i ó n  - f ro n ta l  
de lu z  ( p r o p o r c i o n a l  al  tamafto c e l u l a r ) .  El número de 
c é l u l a s  medidas v a r i ó  e n t r e  2 , 5  x 10* y 1 x 10®.
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F i g u r a  15 .  A c t i v i d a d  de l a  a l a n i n a  a m i n o t r a n s f e r a s a  (ALAT) y de l a  g lu t a m a to  
d e s h id ro g e n a s a  (GDH),  en l a  suspensión o r i g i n a l  de h e p a t o c i t o s  (OS) y en l a s  
s u b p o b la c io n e s  de h e p a t o c i t o s  ( F 1 - F 6 ) ,  a i s l a d o s  de h íg a d o s  de r a t a s  de 12 
d í a s  c o n t r o l e s  ( 0 )  y pre  + p o s tn a ta lm e n t e  e x p u e s ta s  al  a l c o h o l  ( □ ) .  Cada v a 
l o r  r e p r e s e n t a  l a  media  ±  S . E .  de 5 - 6  e x p e r im e n t o s  d i - f e r e n t e s .  D i f e r e n c i a s  
s i g n i f i c a t i v a s  r e s p e c t o  a lo s  c o n t r o l e s  ( * p  < 0 , 0 5 ) .



TABLA 6 .  R e l a c i ó n  e n t r e  l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i m á t i c a s  de l o s  h e p a t o c i t o s  
F6 y F 2 ,  y  e n t r e  l o s  de r a t a s  c o n t r o l e s  y  t r a t a d a s  con e t a n o l .

F 6 / F 2 C o n t r o l / E t a n o l

A l a n  i na ami n o t ra n s - f  e r a s a

G l u t á m i c o  d e s h id r o g e n a s a

A l c o h o l  d e s h id r o g e n a s a

A l d e h i d o  d e s h id r o g e n a s a :  
a l t a  Km

b a j a  Km

C o n t r o l

1 , 6 6 *  

0 , 4 4 *  

0 , 5 2 * *

0 , 4 ? * *

0 , 4 9 *

E ta n o l

1 , 1 7

0 , 5 5 * *

0 , 7 9

0 , 5 9

0 , 6 4

F 2 / F 2

0 , 6 9  

1 , 3 4  

1 ,60*<

1 , 1 2

1 , 1 4

F 6 / F 6

0 , 9 8  

1 , 0 8  

1 , 0 7

0 , 9 0

0 , 8 7

R e l a c i ó n  o b t e n i d a  de l o s  d a t o s  de l a s  - f i g u r a s  15 y 1 6 .  D i f e r e n c i a s  
s i g n i f i c a t i  c a s  <*p < 0 , 0 5 ;  * * p  < 0 , 0 1 ) .
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La f i g u r a  16 n u e s t r a  l a  a c t i v i d a d ,  en l a s  d i f e r e n t e s  
f r a c c i o n e s  de h e p a t o c i t o s  c o n t r o l e s ,  de l a s  en z im as  que 
m e t a b o l i z a n  e l  a l c o h o l :  a l c o h o l  d e s h id r o g e n a s a  (ADH) y
a l d e h i d o  d e s h id r o g e n a s a  (ALDH) de a l t a  y b a j a  Km. Su pa 
t r ó n  de d i s t r i b u c i ó n  f u é  s i m i l a r  a l  de l a  GDH, es  d e c i r ,  
d is m in u y e n d o  de F2 a F6 .  E s t a s  a c t i v i d a d e s  e ra n  1 , 8 ,  2 ,1  
y 2 , 0  v e c e s  m ayores  en F2 que en F6 ,  r e s p e c t i v a m e n t e  
( T a b l a  6 ) .

Las a c t i v i d a d e s  de l a s  enz im as  m a r c a d o r a s  de z o n a ,  
de l a s  f r a c c i o n e s  de h e p a t o c i t o s  p r o c e d e n t e s  de r a t a s  
t r a t a d a s  con a l c o h o l ,  p r e s e n t a r o n  c i e r t a s  d i f e r e n c i a s  con 
r e s p e c t o  a l a s  c o n t r o l e s  < F i g .  1 5 ,  T a b l a  6 ) .  Por un l a d o ,  
aunque l a  a c t i v i d a d  de l a  ALAT fu é  s i m i l a r  a l a  de l o s  
c o n t r o l e s ,  no p r e s e n t ó  e l  mismo p a t r ó n  de d i s t r i b u c i ó n  ya  
que l o s  v a l o r e s  más b a j o s  a p a r e c i e r o n  en l a s  f r a c c i o n e s  
i n t e r m e d i a s ,  no h a b ie n d o  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  e n t r e  
F2 y F6 .  Por o t r a  p a r t e ,  l a  GDH m ostró  e l  mismo p a t r ó n  de 
d i s t r i b u c i ó n  que en l a s  f r a c c i o n e s  c o n t r o l e s ,  es  d e c i r ,  
d is m in u y e n d o  p r o g r e s i v a m e n t e  de F2 a F ó ,  aunque l a  
a c t i v i d a d  f u é  menor que en l o s  h e p a t o c i t o s  c o n t r o l e s .

Al ig u a l  que o c u r r í a  en l a s  f r a c c i o n e s  de h e p a t o c i 
to s  c o n t r o l e s ,  en c o n t ra m o s  a c t i v i d a d  LDH y PK en to d a s  
l a s  f r a c c i o n e s  p r o c e d e n t e s  de r a t a s  t r a t a d a s  con a l c o h o l ,  
p e r o  tampoco e x i s t í a  una c l a r a  p r e d o m i n a n c ia  de d i c h a s  
a c t i v i d a d e s  en n in g u n a  de e l l a s .

Con r e s p e c t o  a l a s  en z im a s  que m e t a b o l i z a n  e l  e t a n o l  
en e s t o s  h e p a t o c i t o s  hay que d e s t a c a r  qu e ,  aunque el  
p a t r ó n  de d i s t r i b u c i ó n  f u é  s i m i l a r  a l  de l o s  c o n t r o l e s  
p a r a  l a s  t r e s  e n z im a s  ( F i g .  1 6 ) ,  no e n c o n t ra m o s  en n ingún  
caso d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  e n t r e  l a s  f r a c c i o n e s  
e x t r e m a s .  Por o t r a  p a r t e ,  l a  a c t i v i d a d  de l a s  t r e s  e n z i 
mas e r a  menor en l a  m a y o r í a  de l a s  f r a c c i o n e s  con r e s p e c 
to  a l o s  c o n t r o l e s ,  s i e n d o  d i c h a  d i s m in u c ió n  e s p e c i a l 
mente m arcada  en l a s  p r i m e r a s  f r a c c i o n e s  y p a r a  l a  ADH.

1 . 4 . 5 .  ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL.

1 . 4 . 5 . 1 .  RESULTADOS CUALITATIVOS.

Los h e p a t o c i t o s  de t o d a s  l a s  f r a c c i o n e s ,  t a n t o  l o s  
o b t e n i d o s  de r a t a s  c o n t r o l e s  como l o s  de t r a t a d a s  con 
a l c o h o l ,  p r e s e n t a b a n  una p r e s e r v a c i ó n  u 1 t r a e s t r u c t u r a l  
buena e x c e p t o  en l a  f r a c c i ó n  F 1 , en donde se o b s e r v a r o n  
a l g u n a s  c é l u l a s  m u e r t a s  y muchos a g re g a d o s  c e l u l a r e s ,  
como se ha m enc ionado  a n t e r i o r m e n t e .

Los h e p a t o c i t o s  de l a  f r a c c i ó n  F2 se c a r a c t e r i z a b a n  
por  t e n e r  un r e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  l i s o  ( R E I )  r e l a t i v a -
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F i g u r a  16 .  A c t i v i d a d  de l a  a lc o h o l  d e s h id ro g e n a s a  (ADH) y de l a s  a l d e h i d o  
desh i d roge nasas  (ALDH) de a l t a  y b a j a  en l a  suspens ión  o r i g i n a l  de h e p a t o 
c i t o s  (OS) y en l a s  s u b p o b la c io n e s  de h e p a t o c i t o s  ( F 1 - F 6 ) ,  a i s l a d o s  de h í g a 
dos de r a t a s  de 12 d í a s .  S ím bolos  como en l a  F i g .  15 .  Cada v a l o r  r e p r e s e n t a  
l a  m edia  ±  S . E .  de 5 - 6  e x p e r im e n to s  d i - f e r e n t e s .  D i - f e r e n c ia s  s i gn i -f i c a t  i vas  
r e s p e c t o  a lo s  c o n t r o l e s  ( * p  i 0 , 0 1 ) .
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mente a b u n d a n t e ,  m i t o c o n d r i a s  pequef ías ,  e s c a s o s  r ib osom as  
l i b r e s  y pocas  p a r t í c u l a s  de g lu c ó g e n o ,  l a s  c u a l e s ,  
cuando a p a r e c í a n ,  l o  h a c í a n  en -forma de p a r t í c u l a s  a  
a i s l a d a s .  En c a m b io ,  en l o s  h e p a t o c i t o s  Fó e l  g lucó g e n o  
se p r e s e n t a b a  en g r a n d e s  masas c o m p a c ta s ,  y t e n í a n  un 
r e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  ru g o s o  <REr) p r o m i n e n t e ,  r ib o so m as  
l i b r e s ,  un REI poco d e s a r r o l l a d o  y un a p a r a t o  de G o lg i  
más p r o m in e n te  que en F2 < F i g s .  17 y 1 8 ) .  Las  c é l u l a s  de 
l a s  - f r a c c io n e s  F 3 ,  F4 y F5 p r e s e n ta b a n  una m o r - fo lo g ía  
i n t e r m e d i a  e n t r e  F2 y F6 .

Las c a r a c t e r í s t i c a s  u l t r a e s t r u c t u r a l e s  de l o s  
h e p a t o c i t o s  de l a s  r a t a s  t r a t a d a s  con a l c o h o l  e r a n  s i m i 
l a r e s  a 1 as  de l a s  c o n t r o l e s .  S in  embargo ,  %30X de l a s  
c é l u l a s  p r e s e n t a b a n  un a p a r a t o  de G o lg i  s i n  c i s t e r n a s ,  
compuesto p r i n c i p a l m e n t e  por  v e s í c u l a s  pequef ías ,  l o  que 
e r a  e s p e c i a l m e n t e  m arcado  en F 2 .

Hay que d e s t a c a r  que en l a s  - f r a c c io n e s  F 3 ,  F 4 ,  F5 y 
F6  o b t e n i d a s  de r a t a s  t r a t a d a s  con a l c o h o l  se e n c o n t ró  un 
t i p o  e s p e c i a l  de h e p a t o c i t o s ,  con una m o r - f o lo g ía  c l a 
ram ente  d i - f e r e n t e  a l  r e s t o  de l a  p o b l a c i ó n .  E s t a s  c é l u 
l a s ,  a l a s  q u e ,  por  su a s p e c t o ,  l la m a re m o s  " c é l u l a s  
d e n s a s " ,  p r e s e n t a b a n  un c i t o p l a s m a  co m p le tam en te  ocupado  
por  m i t o c o n d r i a s ,  r ib o s o m a s  l i b r e s  y REr ( F i g s .  1? y 2 0 ) .  
Las m i t o c o n d r i a s  de e s t a s  " c é l u l a s  densas"  t e n í a n  una  
m a t r i z  c l a r a ,  y e r a n  más g r a n d e s  que l a s  de l a s  demás 
c é l u l a s .  Su n ú c l e o  tam b ié n  e s t a b a  a l t e r a d o ,  p r e s e n ta n d o  
p r i n c i p a l m e n t e  una mayor p r o p o r c i ó n  de c r o m a t i c a
c on densada .

E s to s  h e p a t o c i t o s  "densos"  se e n c o n t r a r o n  ig u a lm e n t e  
en s e c c io n e s  u l t r a - f i n a s  de t e j i d o  h e p á t i c o  de r a t a s  
t r a t a d a s  con a l c o h o l .  La p r o p o r c i ó n  de e s t a s  c é l u l a s  en 
l a s  d i f e r e n t e s  f r a c c i o n e s  e r a :  07. ( F 2 )  , 45X <F3)  , 3 67. 
<F4)  , 28X <F5) y 97. ( F é )  .

En l a s  f i g u r a s  1 7 - 2 0  puede o b s e r v a r s e  a l g u n a s  c a r a c 
t e r í s t i c a s  de h e p a t o c i t o s  de d i f e r e n t e s  f r a c c i o n e s .

1 . 4 . 5 . 2 .  RESULTADOS CUANTITATIVOS.

Los r e s u l t a d o s  c u a n t i t a t i v o s  r e f e r i d o s  a l  volumen  
c e l u l a r  m edio  de l o s  h e p a t o c i t o s  de l a s  d i f e r e n t e s  f r a c 
c i o n e s ,  m o s t r a r o n  un p r o g r e s i v o  aumento de d i c h o  pa rám e
t r o  de F2 a F6 ,  s i e n d o  en F6 1 , 5  vec e s  mayor que en F2  
(Fi  g . 2 1 ) .

Con r e s p e c t o  a l o s  o r g á n u l o s  c i t o p 1ásmi eos de l o s  
h e p a t o c i t o s  c o n t r o l e s ,  e n c o n t ra m o s  que l a  d e n s id a d  de 
volumen de m i t o c o n d r i a s ,  a p a r a t o  de G o l g i ,  g lu c ó g e n o  y 
REr e r a  mayor en l o s  h e p a t o c i t o s  F6 que en l o s  F2 ( F i g s .
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F i g u r a  1 7 .  M i c r o g r a f í a  que m u e s t r a  l a  d i s t r i b u c i ó n  de 
g lu c ó g e n o  en h e p a t o c i t o s  c o n t r o l e s  de l a s  s u b p o b l a c i o n e s  
F2 <A) y F6  < B ) .  En l a s  c é l u l a s  F2 e l  g lu c ó g e n o  e s t á  d i s 
p e r s o  en r o s e t a s  pequef ías  y a i s l a d a s ,  c e r c a n a s  a l  r e t í c u 
l o  e n d o p lá s m ic o  l i s o .  En l a s  c é l u l a s  F6  e l  g lu c ó g e n o  apa 
r e c e  en g r a n d e s  a g r e g a d o s .  ( A ,  x 2 9 . 1 5 1 ;  B, x 2 3 . 3 2 1 ) .





F i g u r a  18 .  Mi c ro g ra - f  í  as  que m u e s t r a n  d e t a l l e s  de l o s  he 
p a t o c i t o s  c o n t r o l e s  de l a s  s u b p o b l a c i o n e s  F2 <A> y F6 
< B ) .  En ( A )  se m u e s t r a  un á r e a  de G o l g i ,  v a r i o s  p e r - f i l e s  
de r e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  l i s o  y m i t o c o n d r i a s .  En <B> un 
a p a r a t o  de G o lg i  b i e n  d e s a r r o l l a d o  y muchas v e s í c u l a s  que 
c o n t i e n e n  p a r t í c u l a s  de 1 i p o p r o t e í ñ a s  de muy b a j a  d e n s i 
d a d .  Cabe d e s t a c a r  l a  buena p r e s e r v a c i ó n  u 1 t r a e s t r u c t u r a l  
de l o s  d i f e r e n t e s  componentes c e l u l a r e s .  ( A ,  x 2 8 . 5 3 3 ;  B, 
x 3 5 . 9 1 7 ) .
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F i g u r a  1?.  M i c r o g r a f  í  as  que m u e s t ra n  l a s  c a r a c  t e r  í s t  i cas  
u l t r a e s t r u c t u r a l e s  de l  n ú c le o  de un h e p a t o c i t o  c o n t r o l  
<A> y un h e p a t o c i t o  "denso" <B>. D e s ta c a  l a  d i f e r e n c i a  en 
l o s  p a t r o n e s  de c r o m a t i n a  condensada en l o s  dos t i p o s  c e 
l u l a r e s .  <A, x 1 5 . 4 6 9 ;  B, x 1 9 . 2 4 2 ) .





F i g u r a  2 0 -  Mi c r o g r a - f  xas que m u e s t ra n  a l g u n a s  c a r a c t e r í s 
t i c a s  u l t r a e s t r u c t u r a l e s  de h e p a t o c i t o s  a i s l a d o s  de r a t a s  
e x p u e s t a s  a l  a l c o h o l .  <A) H e p a t o c i t o  con un n ú c l e o  de c a 
r a c t e r í s t i c a s  i n t e r m e d i a s  e n t r e  uno normal  y o t r o  "den 
s o " .  En <B) se m u e s t r a  un h e p a t o c i t o  "denso" con un c i t o 
p lasm a  c a s i  c o m p le ta m e n te  l l e n o  de r e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  
ru g o s o  y m i t o c o n d r i a s .  El n ú c le o  de e s t a  c é l u l a  a p a re c e  
p i c n ó t i c o .  <A, x 1 6 . 7 2 2 ;  B, x 1 6 . 7 2 2 ) .





CM
O VhT"

T(E)
D(E)

2

F i g u r a  2 1 .  Volumen a b s o l u t o  de h e p a t o c i t o s  a i s l a d o s  y 
s u b f  r a c e  i onados según su l o c a l i z a c i ó n  en l a s  d i f e r e n t e s  
f r a c c i o n e s .  <0> H e p a t o c i t o s  c o n t r o l e s  <C>. <•>  H e p a t o c i 
t o s  t r a t a d o s  con a l c o h o l  t o t a l e s  ( T < E > ) .  <■> H e p a t o c i t o s  
e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  “densos" <D(E>> y <A) “ no densos"  
<ND< E ) ) .
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2 2 - 2 4 ) .  Además, e l  volumen mi to c o n d r  i a l  fu é  2 , 2  veces  
mayor en l o s  h e p a t o c i t o s  de l a  - f r a c c ió n  F6 que en lo s  de 
F 2 ,  aunque su número t o t a l  por  c é l u l a  e r a  s i m i l a r  en 
to d as  l a s  - f r a c c i o n e s .  Por e l  c o n t r a r i o ,  l a  d e n s id a d  
n u m é r ic a  m i t o c o n d r i a l  y 1 i s o s o m a l , y l a  d e n s id a d  de 
volumen del  REI y  1 isosomas e r a  mayor en l a s  c é l u l a s  F2 
que en l a s  F6 .  Los d a t o s  e s t e r e o l ó g i e o s  r e f e r e n t e s  a l o s  
p e ro x is o m a s  no m o s t r a r o n  d i - f e r e n c i a s  s i  gn i-f i c a t  i v a s .

Los h e p a t o c i t o s  de r a t a s  e x p u e s t a s  a l  a lc o h o l  mos
t r a r o n  un p a t r ó n  de d i s t r i b u c i ó n  de l  vo lumen c e l u l a r  y 
del  r e s t o  de o r g á n u l o s  en l a s  d i - f e r e n t e s  - f r a c c io n e s  s i m i 
l a r  a l  d e s c r i t o  p a r a  l a s  c é l u l a s  c o n t r o l .  S in  embargo e l  
volumen de l a s  c é l u l a s  de to d a s  l a s  - f r a c c io n e s  -fué menor  
que sus r e s p e c t i v o s  c o n t r o l e s .  Hay que d e s t a c a r  que en 
l o s  h íg a d o s  de d i c h o s  - fe to s  se e n c o n t r a r o n ,  como se ha 
d i c h o ,  dos t i p o s  d i s t i n t o s  de h e p a t o c i t o s :  unos con ap a 
r i e n c i a  normal  ( s i m i l a r  a l a  de l o s  c o n t r o l e s )  y o t r o s  
que hemos denominado como " c é l u l a s  d e n s a s * .  Ambos t i p o s  
c e l u l a r e s  e r a n  de menor tamafio que sus r e s p e c t i v o s  con
t r o l e s ,  e s p e c i a l m e n t e  l a s  c é l u l a s  densas  < F i g .  2 1 ) .

Los p a r á m e t r o s  e s t e r e o l  óg i eos r e l a t i v o s  a l o s  d i - f e 
r e n t e s  componentes  c e l u l a r e s  de l o s  h e p a t o c i t o s  de r a t a s  
t r a t a d a s  con a l c o h o l ,  de l a s  d i - f e r e n t e s  - f r a c c io n e s ,  se 
resumen en l a s  - f i g u r a s  2 2 - 2 4 .  De to d o s  e l l o s  cabe  
d e s t a c a r  que l a  d e n s id a d  de volumen de m i t o c o n d r i a s ,  REr 
y R E I ,  a s í  como l a  d e n s id a d  n u m é r ic a  y e l  número t o t a l  de 
m i t o c o n d r i a s  por  c é l u l a ,  e r a  mayor que en l a s  c o n t r o l e s ,  
en t o d a s  l a s  f r a c c i o n e s .  Por e l  c o n t r a r i o  e l  volumen  
m edio  m i t o c o n d r i a l  y l a  d e n s id a d  de volumen del  a p a r a t o  
de G o lg i  y g lu c ó g e n o ,  e ra n  m enores  que en l a s  c é l u l a s  
con t r o l e s .

Cuando se com pararon l o s  d a t o s  e s t e r e o l ó g i  eos de l a s  
c é l u l a s  de l a s  d i f e r e n t e s  f r a c c i o n e s  p r o c e d e n t e s  de r a t a s  
e x p u e s t a s  a l  a l c o h o l ,  en p a r t i c u l a r  l a  F2 y l a  F6 ,  con 
sus r e s p e c t i v o s  c o n t r o l e s ,  se o b s e rv ó  que l a s  
m i t o c o n d r i a s  y e l  a p a r a t o  de G o lg i  e s t a b a n  más a l t e r a d o s  
en l a  F 2 ,  m i e n t r a s  que el  g lu c ó g e n o ,  REr y REI l o  e s ta b a n  
en mayor g ra d o  en l a s  c é l u l a s  de l a  f r a c c i ó n  F6 ( T a b l a  
7 )  .
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F i g u r a  2 2 .  P a r á m e t r o s  e s t e r e o l ó g i  eos de l a s  m i t o c o n d r i a s  
de h e p a t o c i t o s  a i s l a d o s  y sub-f r a c e  i o n a d o s , c o n t r o l e s  y 
e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l .  d e n s id a d  de volumen m i t o 
c o n d r i a l  con r e s p e c t o  a l  c i top  1 asma; Nvm,e>,: d e n s id a d  nu
m é r i c a  m i t o c o n d r i a l  por  u n id a d  de volumen de c i t o p l a s m a ;  
Nt«:  número t o t a l  de m i t o c o n d r i a s ;  Vs ,m :  volumen a b s o l u t o  
m edio  de una s o l a  m i t o c o n d r i a .  S ím b o lo s  como en l a  F i g .  
2 1 .  A b s c i s a s :  número de l a  - f r a c c i ó n .
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F i g u r a  2 3 .  D e n s id a d  de volumen de l  a p a r a t o  de G o lg i  <g) y 
de l  g l u c ó g e n o  ( g l >  de h e p a t o c i t o s  a i s l a d o s  y  s u b f r a c c i o -  
n a d o s ,  c o n t r o l e s  y  e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l .  S ím b o lo s  como en 
l a  F i g .  2 1 .  A b s c i s a s :  número de l a  - f r a c c i ó n .
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F i g u r a  2 4 .  D e n s id a d  de volumen de l  r e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  
r u g o s o  ( r e r )  y l i s o  ( s e r )  de h e p a t o c i t o s  a i s l a d o s  y s u b -  
• f r a c c i o n a d o s ,  c o n t r o l e s  y e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l .  S ím b o lo s  
como en l a  F i g .  2 1 .  A b s c i s a s :  número de l a  - f r a c c i ó n .



TABLA 7 .  R e l a c i ó n  e n t r e  l o s  p a r á m e t r o s  e s t e r e o l ó g i e o s  de l o s  
h e p a t o c i t o s  F6 y F2 y e n t r e  l o s  de r a t a s  c o n t r p l e s  <Cont> y 
t r a t a d a s  con e t a n o l  ( E t o h )  ( p o b l a c i ó n  t o t a l ) .

Componente P a r á m e t r o F 6 / F 2 F 2 / F 2 F 6 / F 6

Cont Etoh C o n t /E t o h C o n t / E t o h

Hepatoc  i t o Vh 1 , 4 6 * 1 , 4 4 * 1 , 7 0 * 1 , 7 4 *

N ú c le o Vv„.h 0 , 9 2 0 , 9 7 0 , 8 9 0 , 9 2
1 , 4 1 * 1 , 3 1 * 2 , 4 1 * 2 , 6 1 *

Mi to c o n d r  i a Vv„.eK 1 , 2 8 * 1 , 2 1 * 0 , 8 6 * 0 , 9 7
S 1 , 0 9 1 , 0 7 0 , 9 3 0 , 9 5
Nv. ,«k 0 , 5 4 * 0 , 6 6 * 0 , 5 7 * 0 , 4 7 *
N t . 1 , 0 5 0 , 7 3 0 , 6 6 * 0 , 9 5
Os.m 2 , 2 1 * 2 , 1 0 * 1 , 5 8 * 1 , 6 6 *

L i  sosomas V v i . c 0 , 6 9 * 0 , 8 3 0 , 9 0 0 , 7 5 *
Sv,..,, 0 , 5 8 * 0 , 7 9 0 ,9 1 0 , 6 5 *
Nv,..,, 0 , 2 5 * 0 , 7 3 0 , 7 6 * 0 , 2 6 *
N t i 1 , 0 5 1 ,2 1 0 , 8 7 * 0 , 4 2 *

REr 1 , 2 5 * 2 , 2 1 * 1 , 0 4 0 , 5 4 *
SVr#r tey 1 , 6 2 * 2 , 3 0 * 1 , 1 0 0 , 7 7 *

REI VV«f.C K 0 , 6 4 * 0 , 8 1 0 , 5 3 * 0 , 4 2 *
SV..r >Cy 0 , 6 1 * 0 , 7 8 0 , 9 0 0 , 7 1 *

Gol gi V vQ.eK 2 , 0 8 * 3 , 0 0 * 2 , 0 8 * 1 , 4 4 *

G1ucógeno V vtt, .e K 2 , 6 5 * 2 , 0 8 * 0 , 9 8 1 , 1 7

G o ta s  1 i p í d i  cas V v ,d..„ 1 , 0 7 1 , 0 8 1 , 3 5 * 1 , 3 5 *
SVia.ey 1 , 1 3 1 , 0 8 3 , 9 7 * 3 , 0 5 *
NVid.eK 1 , 1 3 0 , 9 8 1 , 2 5 * 1 , 4 5 *
N t  ,d,eK 2 , 1 0 * 1 , 5 3 * 1 , 7 1 * 2 , 2 8 *

Pe ro x  i somas Vv,. ., , 0 , 9 3 * 1 , 2 9 * 0 , 8 6 * 0 , 6 2 *
SV'.cy 1 , 1 4 1 , 1 2 0 , 9 6 0 , 9 8
NV,, .  y 0 , 8 6 1 ,1 0 0 , 9 4 0 , 7 4 *
N t , . eK 0 , 7 7 1 , 7 7 * 2 , 5 4 * 1 , 1 0

V v , d e n s id a d  de vo lu m en ;  S v , d e n s id a d  de s u p e r f i c i e ;  N v , d e n s i 
dad n u m é r ic a ;  c y ,  c i t o p l a s m a ;  h ,  h e p a t o c i t o .  El  p r i m e r  s u b í n d i c e  
c o r r e s p o n d e  a l  componente c e l u l a r  y e l  segundo a l  volumen de 
r e f e r e n c i a .  D i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  <*p < 0 , 0 5 ) .
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2 .  ESTUDIO DE LOS ASTROCITOS EN CULTIVO PRIMARIO.

2 . 1 .  CONSIDERACIONES METODOLOGICAS.

P a ra  e s t a b l e c e r  l o s  c u l t i v o s  p r i m a r i o s  de a s t r o c i t o s  
se p a r t i ó  de c e r e b r o s  de f e t o s  de 21 d í a s  de g e s t a c i ó n ,  
ya que a e s t a  edad e x i s t e  una p r o p o r c ió n  e l e v a d a  de 
a s t r o b l a s t o s  y ,  por  c o n t r a ,  quedan escasos  p r e c u r s o r e s  de 
l a s  n e u ro n a s  < F i g .  2 ) •  Al  gunos a u t o r e s  e s t a b l e c e n  d i c h o s  
c u l t i v o s  a p a r t i r  de r a t a s  n e o n a t a s ,  que p r e s e n t a n  l a  
v e n t a j a  f r e n t e  a l  d e s c r i t o  de no r e q u e r i r  e l  s a c r i f i c i o  
de l a  m a d re .  S in  em bargo ,  l a  u t i l i z a c i ó n  de r a t a s  
n e o n a t a s  e r a  un i n c o n v e n i e n t e  p a r a  n u e s t r o s  p r o p ó s i t o s  ya  
q u e :

a )  Los c u l t i v o s  que se e s t a b l e c e n  a p a r t i r  de e s t a s  
r a t a s  pueden p r e s e n t a r  una e l e v a d a  c o n ta m in a c ió n  de 
mi c r o g l í  a .

b)  M i e n t r a s  que e l  p e r í o d o  de g e s t a c i ó n  en l a s  r a t a s  
c o n t r o l e s  es  r e l a t i v a m e n t e  c o n s t a n t e  < 2 1 , 5  ±  0 , 4
d í a s ) ,  en l a s  r a t a s  a l c o h ó l i c a s  puede p r e s e n t a r  
m ayores  v a r i a c i o n e s  < 2 2 , 9  ±  0 , 6 )  C2243.

Una vez  d i s e c a d o s  l o s  h e m i s f e r i o s  c e r e b r a l e s  en con
d i c i o n e s  e s t é r i l e s ,  se d i s g r e g a r o n  por  m edios  m e cá n ico s  y 
no por  m e d io s  e n z i m á t i c o s ,  como u t i l i z a n  o t r o s  a u t o r e s .  
De e s t a  fo rm a  se e v i t a n  a l t e r a c i o n e s  en l a  c o m p o s ic ió n  
q u í m ic a  de l a  membrana c e l u l a r ,  l o  cua l  p o d r í a  d e r i v a r  en 
una d i s t i n t a  a d h e s ió n  a l  s o p o r t e ,  y en a l t e r a c i o n e s  s e 
c u n d a r i a s  en a l g u n a s  e n z im a s  l i g a d a s  a l a  membrana p l a s 
m á t i c a ,  en l a s  que es tábam os i n t e r e s a d o s  [ 7 7 , 7 ? ] .  E s ta  
d i s o c i a c i ó n  m e c á n ic a  se acompafla de una a g i t a c i ó n  con un 
v ó r t e x  a máxima v e l o c i d a d .  Con e s t e  paso se d e s t r u y e r o n  
l o s  p r e c u r s o r e s  n e u r o n a l e s  que aún p e r s i s t e n  a 1 os 21 
d í a s  a s í  como g r a n  p a r t e  de l a s  n eu ro nas  m aduras .  La no 
d e s t r u c c i ó n  de e s t o s  e l e m e n t o s  c o n l l e v a r í a  a l a  o b t e n 
c i ó n ,  d u r a n t e  l o s  p r i m e r o s  d í a s  de c u l t i v o ,  de c u l t i v o s  
m i x t o s  ( n e u r o n a s  + a s t r o c i t o s ) ,  l o  que no e r a  de d e s e a r  
en n u e s t r o  c a s o .

A c o n t i n u a c i ó n  se r e a l i z ó  un f i l t r a d o  de l a  su s p en 
s i ó n  c e l u l a r  a t r a v é s  de una m a l l a  N i t e x  <90 Hm de p o r o ) ,  
que t i e n e  como f i n a l i d a d  e l i m i n a r  a g r e g a d o s ,  c a p i l a r e s  y ,  
f u n d a m e n t a l m e n t e ,  p o r c i o n e s  de m eninges  que puede s e r  
f u e n t e  de c o n t a m i n a c i ó n  por  e le m e n to s  c e l u l a r e s  no n e r -  
v i o s o s .

A l o  l a r g o  de to d o  e l  c u l t i v o  se cambió e l  m edio  
cada 3 ó 4 d í a s ,  p a r a  a s e g u r a r  que l a s  c é l u l a s  t u v i e s e n  
s u f i c i e n t e  a p o r t e  de n u t r i e n t e s  p a r a  su c r e c i m i e n t o  y
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d e s a r r o l l o .  El c o n t e n i d o  de s u e r o  y de g l u c o s a  en el  
medi o  -fué mayor  a l  p r i n c i p i o  del  c u l t i v o ,  d i sm in u ye nd o  
p o s t e r i o r m e n t e  ya que d u r a n t e  l o s  p r i m e r o s  d í a s ,  como se 
e x p o nd r á  más a d e l a n t e ,  l a  m a y o r í a  de l a s  c é l u l a s  se m u l -  
t i p l i c a n  a c t i v a m e n t e  y r e q u i e r e n  un g r an  a p o r t e  e n e r g é 
t i c o .  Al  - f i n a l  de l  c u l t i v o  l a  d i v i s i ó n  c e l u l a r  es  menor  
( aunque hay un c i e r t o  p o r c e n t a j e  de c é l u l a s  que s i g u e  
d i v i d i é n d o s e ) ,  ya  que p r i n c i p a l m e n t e  se produce  d i f e r e n 
c i a c i ó n  c e l u l a r  con un c l a r o  d e s a r r o l l o  de l o s  p r o ce s os  
g l i a l e s ,  l o  que r e q u i e r e  un a p o r t e  e n e r g é t i c o  menor .

A l gu n o s  a u t o r e s  aftaden di  bu t i r  i 1-AMP c í c l i c o  a l  
medio  en 1 a 25  semana de c u l t i v o ,  p a r a  i n d u c i r  más r á p i 
damente l a  d i f e r e n c i a c i ó n  m o r f o l ó g i c a  y b i o q u í m i c a  de l a s  
c é l u l a s .  En n u e s t r o  c as o  no ha s i d o  u t i l i z a d o  e s t e  p r o 
c e d i m i e n t o  ya q ue ,  aunque se ha d e s c r i t o  una a p a r e n t e  
m e j o r í a  en d i c h a  d i f e r e n c i a c i ó n  m o r f o l ó g i c a  y b i o q u í m i c a ,  
t ambién  se ha e n c o n t r a d o  l a  a p a r i c i ó n  de a s t r o c i t o s  de 
t i p o  r e a c t i v o  c a r á c t e r í s t i  eos de l a s  g l i o s i s  [ 2 3 2 3 .

En l a s  p r i m e r a s  s e r i e s  de c u l t i v o  o b t u v i m o s  una  
c o n t a m i n a c i ó n  por  hongos e l e v a d a ,  i n c l u s o  s u p e r i o r  a l  50% 
en a l g u n o s  c a s o s ,  p o s i b l e m e n t e  por  e l  e n t o r n o  a m b i e n t a l .  
P a r a  d i s m i n u i r  d i c h a  c o n t a m i n a c i ó n  se i n t r o d u j o  un f u n g i 
c i d a  y a n t i b i ó t i c o s  en e l  medio  de c u l t i v o ,  con l o  que se 
c o n s i g u i ó  que d i c h a  c o n t a m i n a c i ó n  f u e s e  muy e s c a s a ,  no 
a l t e r á n d o s e  ni  e l  c r e c i m i e n t o  ni  l a  d i f e r e n c i a c i ó n  c e l u 
l a r  en p r e s e n c i a  de ambas s u s t a n c i a s .

2 . 2 .  CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS.

La o b s e r v a c i ó n  de l o s  c u l t i v o s  de c é l u l a s  c o n t r o l e s  
m e d i a n t e  m i c r o s c o p í a  de c o n t r a s t e  de f a s e s  mo st r ó  q ue ,  
t r a s  s e d i m e n t a r  l a s  c é l u l a s ,  é s t a s  se d i v i d í a n  a c t i v a 
m e n t e .  I n i c i a l m e n t e  <%3 d í a s )  l o s  c u l t i v o s  e s t a b a n  com
p u e s t o s  p r i n c i p a l m e n t e  por  a s t r o b l a s t o s , que p r e s e n t a b a n  
una m o r f o l o g í a  a p l a n a d a  y p o l i g o n a l .  En f a s e  p o s t e r i o r  ( 7  
d í a s )  se v i e r o n  muchos a s t r o c i t o s  maduros que mo st r ab an  
l a  t í p i c a  m o r f o l o g í a  e s t r e l l a d a  de e s t a s  c é l u l a s .  De 
t o d a s  e l l a s  p a r t í a n  3 ó 4 p r o c e s o s  que formaban un en 
t r a ma d o ,  s i e n d o  más e v i d e n t e  e s t e  p a t r ó n  en l o s  c u l t i v o s  
de 15 ó más d í a s  < F i g .  2 5 ) .  E s t a s  c a r a c t e r í s t i  cas  de l o s  
c u l t i v o s  c o n t r o l e s  e r a n  s i m i l a r e s  a l a s  d e s c r i t a s  por  
o t r o s  a u t o r e s  [ 9 8 , 2 3 2 3 .

M e d i a n t e  l a  t i n c i ó n  de l a  p r o t e í n a  f i b r i  1a r  ác i  da de 
l a  g l í a  ( G F A P ) , m a r c a d o r a  de a s t r o c i t o s  [ 2 7 , 5 2 3 ,  se com
probó que l o s  c u l t i v o s  e s t a b a n  compuestos en un 80 -85%  
por  a s t r o c i t o s ,  s i e n d o  el  r e s t o  c é l u l a s  c o n j u n t i v a s  y 
o t r o s  t i p o s  c e l u l a r e s ,  l o  que d emos t r aba  que l a  mayor  
p a r t e  de l a s  c é l u l a s  e r a n  de n a t u r a l e z a  g l i a l .  La c u a n t i -



\

F i g u r a  2 5 .  En A,  C y D se m u e s t r a  l a  - f l u o r e s c e n c i a  i n d i 
r e c t a  de a s t r o c i t o s  c o n t r o l e s  incubados  con un a n t i c u e r p o  
monoc lona l  a n t i - G F A P .  La un i ón  de é s t e  se demost r ó  me
d i a n t e  un a n t i c u e r p o  a n t i - I g  de r a t ó n  o b t e n i d o  de c a b r a  y 
c o n j u g a d o  con F I T C .  <A> A s t r o b l a s t o  p o l i g o n a l  que m u e s t r a  
una d i s t r i b u c i ó n  r e t i c u l a r  de l o s  - f i l a m e n t o s  i n t e r m e d i o s .  
<C> M i c r o g r a - f í a  a b a j o s  aumentos de a s t r o c i t o s  de 14 
d í a s .  En <D> se m u e s t r a  a s t r o c i t o s  de l a  misma edad de 
c u l t i v o  que p r e s e n t a n  una c l a r a  d i-f e r e n c  i ac i ón de sus  
p r o c e s o s .  La m i c r o g r a - f í a  m o s t r a d a  en <B) c o r r e s p o n d e  a 
una t i n c i ó n  con Giemsa de un c u l t i v o  s i m i l a r  a l  de ( C ) .  
( A ,  x 6 2 6 ,  b a r r a  =  10 l*m; B,  x 9 6 ;  C,  x 9 6 ,  b a r r a  =  50 
Hm; D,  x 3 9 5 ,  b a r r a  = 10 Fm>.
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f i c a c i ó n  de l a  i n t e n s i d a d  de l a  - f l u o r e s c e n c i a  de l a  GFAP 
m e d i a n t e  d en s i t o m e  t r í a  demostró un i n c r e m e n t o  de d i c h a  1 
p r o t e í n a  a l o  l a r g o  del  c u l t i v o  ( r e s u l t a d o s  no 
m o s t r a d o s ) ,  que o c u r r í a  p a r a l e l a m e n t e  a l a  d i f e r e n c i a c i ó n  
m o r f o l ó g i c a  de l o s  a s t r o c i t o s  ( F i g s .  25  y 2 6 ) .

Basándonos en e l  e s t u d i o  del  c o n t e n i d o  y  d i s t r i b u 
c i ó n  de GFAP, r e s u l t a d o s  p r e l i m i n a r e s  y  que no se i n c l u 
yen en e s t e  t r a b a j o  demuest r an  que l a  p r e s e n c i a  de a l c o 
hol  en e l  c u l t i v o  induce 2 e f e c t o s :

a )  Una mayor  p r o p o r c i ó n  de c é l u l a s  i nmaduras  o 
p o l i g o n a l e s  a l  f i n a l  de l  c u l t i v o .

b )  Una d i s m i n u c i ó n  en e l  c o n t e n i d o  de l a  GFAP ( F i g .  2 6 ) .

As im ism o,  l o s  c u l t i v o s  p r o c e d e n t e s  de r a t a s  t r a t a d a s  
con a l c o h o l  p r e s e n t a r o n  t a n t o  un r e t r a s o  en l a  m adur ac ión  
de l o s  a s t r o c i t o s ,  como un menor c o n t e n i d o  de d i c h a  p r o 
t e í n a  a l  f i n a l  de l  c u l t i v o  ( F i g .  2 6 ) ;  d i c h o s  e f e c t o s  se 
a c e n t u a b a n  cuando e s t a s  c é l u l a s  c r e c i e r o n  en p r e s e n c i a  de 
a l c o h o l .

2 . 3 .  CRECIMIENTO DEL CULTIVO.

Los c u l t i v o s  p r i m a r i o s  de a s t r o c i t o s  p r o c e d e n t e s  de 
r a t a s  c o n t r o l e s  m o s t r a r o n  un p r o g r e s i v o  aumento del  
c o n t e n i d o  de p r o t e í n a s  y de ADN ( F i g s .  27  A y 28  A ) , 
s i e n d o  d i c h o  aumento al  f i n a l  del  c u l t i v o  2 , 5  y 6 , 2  vec es  
s u p e r i o r  a l o s  v a l o r e s  i n i c i a l e s ,  r e s p e c t i v a m e n t e .  P u e s t o  
que e s t e  ú l t i m o  p a r á m e t r o  i n d i c a  e l  número de c é l u l a s  por  
t r a t a r s e  de c é l u l a s  mononucleadas  ( d i p l o i d e s ) ,  su aumento  
se puede i n t e r p r e t a r  como p r o l i f e r a c i ó n  de l  número de 
c é l u l a s .  El  i n c r e m e n t o  del  c o n t e n i d o  de p r o t e í n a s  y de 
ADN f u é  muy r á p i d o  en l a  p r i m e r a  semana de c u l t i v o ,  en l a  
que se p r o d u j o  e l  %60% de l  i n c r e m e n t o  t o t a l  t a n t o  de p r o 
t e í n a s  como de ADN, y más l e n t o  en l a s  3 semanas s i g u i e n 
t e s .  P u e s t o  que el  c o n t e n i d o  de ADN s i g u i ó  i n c r e m e n t a n d o  
h a s t a  e l  f i n a l  del  c u l t i v o ,  e s t o  i n d i c a r í a  que e x i s t e  un 
c i e r t o  p o r c e n t a j e  de l a  p o b l a c i ó n  de a s t r o c i t o s  que se 
s i g u e  d i v i d i e n d o .

La a d i c i ó n  de a l c o h o l  al  medi o  i n d u j o  una d i s m i n u 
c i ó n ,  a l o  l a r g o  de todo  el  c u l t i v o ,  t a n t o  de l  c o n t e n i d o  
de p r o t e í n a s  como de ADN, que f u é  más acusado  en l a s  
c é l u l a s  e x p u e s t a s  a c o n c e n t r a c  i ones  más a l t a s  de e t a n o l . 
A s í ,  en l o s  a s t r o c i t o s  e x p u e s t o s  a 25 ó 100 mM de e t a n o l  
se e n c o n t r ó  que al  f i n a l  del  c u l t i v o  d i c h a  d i s m i n u c i ó n  
e r a  del  25% o del  39% en l o  que a c o n t e n i d o  de p r o t e í n a s  
se r e f i e r e ,  m i e n t r a s  que en el  caso del  ADN e r a  de l  32% ó 
40%, r e s p e c t i v a m e n t e ,  con r e s p e c t o  a l o s  c o n t r o l e s .  E s t a
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F i g u r a  2 6 .  M i c r o g r a f í a s  que m u e s t r a n  e l  p a t r ó n  de d i s t r i 
b u c i ó n  de l a  GFAP, r e v e l a d o  i g u a l  que en l a  F i g .  2 5 .  La  
imagen s u p e r i o r  de l a  i z q u i e r d a  c o r r e s p o n d e  a un c u l t i v o  
c o n t r o l  de 4 d í a s  cuyo c i t o e s q u e 1e t o , poco d e s a r r o l l a d o ,  
p r e s e n t a  un p a t r ó n  r e t i c u l a r  ( x  5 2 9 ) .  La s u p e r i o r  d e r e c h a  
m u e s t r a  v a r i o s  a s t r o c i t o s  de 15 d í a s  con l a  m o r - f o l o g í a  y 
p a t r ó n  de d i s t r i b u c i ó n  de l a  GFAP p r o p i o s  de a s t r o c i t o s  
maduros <x 5 2 9 ) .  La i n f e r i o r  i z q u i e r d a  c o r r e s p o n d e  a a s 
t r o c i t o s  de 4  d í a s  p r o c e d e n t e s  de f e t o s  e x p u e s t o s  p r e n a 
t a l m e n t e  a l  a l c o h o l ,  c u l t i v a d o s  en p r e s e n c i a  de 25  mM de 
e t a n o l .  Puede v e r s e  l a  d i f e r e n c i a  con el  c o r r e s p o n d í  e n t e  
c o n t r o l  en l a  imagen s u p e r i o r  i z q u i e r d a  <x 5 2 9 ) .  En l a s  
imágenes i n f e r i o r e s  c e n t r a l  y d e r e c h a  se m u e s t r a n  a s t r o 
c i t o s  de 20 d í a s  c u l t i v a d o s  en p r e s e n c i a  de 25 mM de e t a 
n o l .  Puede a p r e c i a r s e  e l  p a t r ó n  inmaduro de d i s t r i b u c i ó n  
de l a  GFAP y e l  menor d e s a r r o l l o  de l o s  p r o c e s o s  ( c e n 
t r a l ,  x 3 3 0 ;  d e r e c h a ,  x 5 2 9 ) .
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F i g u r a  2 7 .  C o n t e n i d o  de p r o t e í n a  en a s t r o c i t o s  o b t e n i d o s  de - fe t os  
c o n t r o l e s  <A> y e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  < B ) ,  a l o  l a r g o  del  t i e m p o  de 
c u l t i v o .  A s t r o c i t o s  c o n t r o l e s  < • > ,  e x p u e s t o s  " i n  v i t r o “ a 25  mM <A) o 
100 mM <■> de e t a n o l .  A s t r o c i t o s  de - fe tos  e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  " i n  
v i v o "  < 0 ) , e " i n  v i t r o "  <25 mM) < A ) . Cada p u n t o  r e p r e s e n t a  l a  m ed i a  
de 3 - 4  c u l t i v o s  d i - f e r e n t e s .
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F i g u r a  2 8 .  C o n t e n i d o  de ADN en a s t r o c i t o s  o b t e n i d o s  de - fe tos  c o n t r o 
l e s  ( A )  y e x p u e s t o s  al  a l c o h o l  < B ) ,  a l o  l a r g o  de l  t i e mp o  de c u l t i v o .  
S í m b o l o s  como en l a  F i g .  2 7 .  Cada p u n t o  r e p r e s e n t a  l a  m ed i a  de 3 - 4  
c u l t i v o s  d i - f e r e n t e s .
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d i s m i n u c i ó n  en el  c o n t e n i d o  de ADN e x p r e s a  que el  número  
t o t a l  de c é l u l a s  d i s m in u ye  c o n s i d e r a b l e m e n t e  cuando  
c r e c e n  en p r e s e n c i a  de a l c o h o l .

Los c u l t i v o s  p r o c e d e n t e s  de c e r e b r o s  de - fe tos e x 
p u e s t o s  al  a l c o h o l  m o s t r a r o n  un p a t r ó n  de c r e c i m i e n t o  s i 
m i l a r  a l  c o n t r o l ,  con un aumento p r o g r e s i v o  del  c o n t e n i d o
de p r o t e í n a s  y de ADN, que -fué máximo p a r a  l o s  dos
p a r á m e t r o s  en l a  p r i m e r a  semana de c u l t i v o  (%60% de l  i n 
c r e m e n t o  t o t a l )  ( F i g s .  27  B y 2 8  B ) . S i n  embargo,  d u r a n t e  
t od o  e l  c u l t i v o  se obs er vó  una d i s m i n u c i ó n  de d i c h o s  c o n
t e n i d o s ,  s i e n d o  e s t a  d i s m i n u c i ó n  a l o s  28 d í a s  de c u l t i v o  
del  7% y 40% p a r a  l a s  p r o t e í n a s  y e l  ADN, r e s p e c t i v a 
m e n t e ,  con r e s p e c t o  a l o s  c o n t r o l e s .  E s t o s  r e s u l t a d o s  
p a r e c í a n  i n d i c a r  que l a s  c é l u l a s  g e r m i n a l e s  de l o s  a s t r o 
c i t o s  e s t á n  ya  o r i g i n a l m e n t e  daf i adas.  La a d i c i ó n  de a l c o 
hol  a e s t o s  c u l t i v o s  i n d u j o  i g ua l m e n t e  un menor c r e c i 
m i e n t o ,  obs er vándo se  una d i s m i n u c i ó n  del  1 7% en e l  c o n t e 
n i d o  de p r o t e í n a s  y de l  59% en e l  de ADN al  - f i na l  de l
c u l t i v o ,  con r e s p e c t o  a l  c o n t r o l ,  l o  que nuevamente i n d i 
c a r í a  que e l  e t a n o l  i n h i b e  l a  p r o l  i-f e r a c  i ón c e l u l a r .

E s t o s  d a t o s  concuer dan  con l o s  o b t e n i d o s  en e l  
d e p a r t a m e n t o  de c u l t i v o s  de t e j i d o s  de e s t e  I n s t i t u t o  ( n o  
m o s t r a d o s  a q u í ) ,  donde se e n c o n t r ó  que el  número de
c é l u l a s  por  p l a c a  aumentaba p r o g r e s i v a m e n t e  a l o  l a r g o
del  c u l t i v o .  No e n c o n t r a r o n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  en 
el  número i n i c i a l  de c é l u l a s ,  t a n t o  cuando se o b t u v i e r o n  
de c e r e b r o s  de f e t o s  c o n t r o l e s  como de e x p u e s t o s  al
e t a n o l ,  sembrándose un número s i m i l a r  de c é l u l a s  por
p l a c a  en t odos  l o s  c u l t i v o s  ( % 0 , 8  x 10a) .  S i n  embargo ,  se 
o bs e rv ó  un menor c r e c i m i e n t o ,  que p a r e c í a  s e r  d o s i s -  
d e p e n d i e n t e ,  en l a s  c é l u l a s  e x p u e s t a s  al  e t a n o l ,  aunque  
l a  v i a b i l i d a d  c e l u l a r  f u é  s u p e r i o r  al  95% en t o d os  l o s  
c a s o s .

La r e l a c i ó n  e n t r e  c o n t e n i d o  de p r o t e í n a s  y de ADN,  
que i n d i c a  e l  tamaffo c e l u l a r  C231,  d i smi nuyó  l a  p r i m e r a  
semana de c u l t i v o ,  y más l e n t a m e n t e  d u r a n t e  l a s  s i g u i e n 
t e s .  E s t o s  d a t o s  con cuer dan  con l a s  imágenes c i t o l ó g i c a s  
< F i g s .  25 y 2 6 ) ,  en l a s  que se puede o b s e r v a r  que en l o s  
p r i m e r o s  d í a s  de c u l t i v o  l a s  c é l u l a s  son g r a n d e s  y 
p o l i g o n a l e s ,  y a med i da  que maduran ,  aunque van  
d e s a r r o l 1 ando p r o c e s o s ,  e l  volumen c e l u l a r  t o t a l  va  
d i s m i n u y e n d o .  En l a s  c é l u l a s  e x p u e s t a s  a 100 mM de e t a n o l  
d i c h a  r e l a c i ó n  e r a  mayor  que en l o s  c o n t r o l e s  a l  i n i c i o  
del  c u l t i v o ,  i g u a l á n d o s e  a é s t o s  p o s t e r i o r m e n t e .

Los a s t r o c i t o s  p r o c e d e n t e s  de a n i m a l e s  t r a t a d o s  con 
a l c o h o l ,  p r e s e n t a r o n  un aumento de l a  r e l a c i ó n  e n t r e  e l  
c o n t e n i d o  de p r o t e í n a s  y de ADN que no l l e g ó  a a l c a n z a r  
l o s  v a l o r e s  de l o s  c o n t r o l e s ,  e s p e c i a l m e n t e  cuando c r e 
c í a n  en p r e s e n c i a  de e t a n o l .  Hay que d e s t a c a r  que d i c h a
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r e l a c i ó n  e x p r e s a  el  tamafio c e l u l a r  g l o b a l ,  p e r o  s i n  h a c e r  
r e f e r e n c i a  a l  volumen ocupado por  l o s  p r o c e s o s  c e l u l a r e s ,  
l o  que s e r í a  un i n d i c a d o r  m o r f o l ó g i c o  de m a d u r a c i ó n  c e l u -  
1 a r .

2 . 4 .  S I NT E SI S  DE PROTEINAS, ARN Y ADN.

P a r a  c l a r i f i c a r  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  a n t e r i o r 
m e n t e ,  se e s t u d i ó  l a  s í n t e s i s  de p r o t e í n a s ,  ARN y ADN me
d i a n t e  l a  i n c o r p o r a c i ó n  de p r e c u r s o r e s  r a d i a c t i v o s  ( l e u -  
c i n a ,  u r i d i n a  y t i m i d i n a ,  r e s p e c t i v a m e n t e ) .

El  a n á l i s i s  de l a  i n c o r p o r a c i ó n  de 8H - l e u c i n a  en a s -  
t r o c i t o s  p r o c e d e n t e s  de r a t a s  c o n t r o l e s ,  m o s t r ó  un aumen
t o  p r o g r e s i v o  de l a  c a p t a c i ó n  de d i c h o  p r e c u r s o r ,  a l c a n 
zándose  e l  máximo a l o s  15 d í a s  de c u l t i v o  <con un v a l o r  
4 v e c e s  s u p e r i o r  a l  i n i c i a l ) ,  y d i s m i n u y e n d o  %35% de d i 
cho v a l o r  en d í a s  p o s t e r i o r e s  ( F i g .  29  A ) .  E s t a  es  l a
c u r v a  t í p i c a  que i n d i c a  un c r e c i m i e n t o  e x p o n e n c i a l  d u r a n 
t e  l o s  d í a s  i n i c i a l e s  de c u l t i v o ,  a l  que s i g u e  una f a s e  
de e s c a s a  d i v i s i ó n  c e l u l a r  que c o r r e s p o n d e r í a  a l a  d i f e 
r e n c i a c i ó n  c e l u l a r .  La c a í d a  de l a  c u r v a  a p a r t i r  de l o s  
15 d í a s  p o d r í a  i n d i c a r  cambi os  en e l  m e t a b o l i s m o  c e l u l a r .  
La p r e s e n c i a  de a l c o h o l  no a l t e r ó  e l  p a t r ó n  de i n c o r p o r a 
c i ó n ,  aunque d i sm in u yó  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  a l o s  8 y 21 
d í a s  de c u l t i v o  en l a s  c é l u l a s  e x p u e s t a s  a IDO mM de e t a -  
nol  .

En a s t r o c i t o s  p r o c e d e n t e s  de f e t o s  e x p u e s t o s  a l  a l 
c o h o l ,  e l  p a t r ó n  de i n c o r p o r a c i ó n  de 8H - l e u c i n a ,  a d i f e 
r e n t e s  t i e mp o s  de c u l t i v o ,  v a r i ó  con r e s p e c t o  a l  de l o s  
c o n t r o l e s  ( F i g .  29  B ) . A s í ,  l a  i n c o r p o r a c i ó n  aumentó r á 
p i d a m e n t e  en l o s  p r i m e r o s  d í a s ,  a l c a n z a n d o  su v a l o r  m á x i 
mo en e l  o c t a v o  d í a .  S i n  embargo,  d i c h o  v a l o r  f u é  s i g n i 
f i c a t i v a m e n t e  i n f e r i o r  (p  < 0 , 0 1 )  a l  o b t e n i d o  por  l a s
c é l u l a s  c o n t r o l e s  a l o s  15 d í a s  ( c u an d o  é s t a s  p r e s e n t a r o n  
su v a l o r  m á x i m o ) .  En d í a s  p o s t e r i o r e s  l a  i n c o r p o r a c i ó n  
d i s m i n u y ó  en un 20a/. con r e s p e c t o  a l  máximo,  o b t e n i e n d o  a l  
f i n a l  d e l  c u l t i v o  unos v a l o r e s  s i m i l a r e s  a l o s  del  
c o n t r o l .

El  p a t r ó n  de i n c o r p o r a c i ó n  de * H - u r i d i n a  f u é  s i m i l a r  
al  de l a  * H - l e u c i n a  en l o s  c u l t i v o s  de a s t r o c i t o s  c o n 
t r o l e s ,  aunque en e s t e  caso  e l  i n c r e m e n t o  a l o s  15 d í a s  
f u é  20 v e c e s  s u p e r i o r  a l  v a l o r  i n i c i a l ,  y l a  d i s m i n u c i ó n  
a l  f i n a l  de l  c u l t i v o  f u é  de un 30% con r e s p e c t o  a l  máximo  
( F i g .  30 A ) .  S i n  embargo ,  l a  p r e s e n c i a  de a l c o h o l  en
é s t o s  d e t e r m i n ó  un marcado des censo  de d i c h a  i n c o r p o r a 
c i ó n ,  con r e s p e c t o  a l o s  c o n t r o l e s ,  de l  12V. y 60'/. a l o s  
15 d í a s  y del  40% y 80% a l o s  28 d í a s ,  r e s p e c t i v a m e n t e .
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DIAS DE CULTIVO

F i g u r a  2 9 .  I n c o r p o r a c i ó n  de * H - l e u c i n a  en l o s  a s t r o c i t o s  
o b t e n i d o s  de - fe t os  c o n t r o l e s  <A) y e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  
<B> , a l o  l a r g o  del  t i e mp o  de l  c u l t i v o .  S í m b o l o s  como en 
l a  F i g .  2 7 .  Cada p u n t o  r e p r e s e n t a  l a  m e d i a  ±  S . D .  de 3 - 4  
c u l t i v o s  d i - f e r e n t e s .  D i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  con r e s 
p e c t o  a l  c o n t r o l  <*p < 0 , 0 5 ;  * * p  < 0 , 0 1 ) .
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F i g u r a  3 0 .  I n c o r p o r a c i ó n  de BH - u r i d i n a  en l o s  a s t r o c i t o s  
o b t e n i d o s  de F e t o s  c o n t r o l e s  ( A)  y e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  
< B ) , a l o  l a r g o  del  t i e m po  del  c u l t i v o .  S í m b o l o s  como en 
l a  F i g .  2 7 .  Cada pu n to  r e p r e s e n t a  l a  m e d i a  ±  S . D .  de 3 - 4  
c u l t i v o s  d i f e r e n t e s .  D i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  con r e s 
p e c t o  a l  c o n t r o l  ( * p  i 0 , 0 1 ) .
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La i n c o r p o r a c i ó n  de d i c h o  p r e c u r s o r  en l o s  c u l t i v o s  
p r o c e d e n t e s  de r a t a s  t r a t a d a s  con a l c o h o l  most ró  n o t a b l e s  
d i f e r e n c i a s  con r e s p e c t o  a l a  de l o s  c o n t r o l e s  ( F i g .  30 
B ) . Por  una p a r t e ,  e l  p a t r ó n  de i n c o r p o r a c i ó n  f u é  d i f e 
r e n t e  ya que se o b s e r v ó  un pequefio p i c o  a l o s  7 d í a s  de 
c u l t i v o ,  que f u é  s ó l o  3 , 3  veces  s u p e r i o r  a l  v a l o r  i n i 
c i a l .  Por  o t r a  p a r t e ,  l o s  n i v e l e s  de i n c o r p o r a c i ó n  a l o  
l a r g o  de todo  e l  c u l t i v o  f u e r o n  %75-85% menores que en 
l o s  c u l t i v o s  c o n t r o l e s .

La i n c o r p o r a c i ó n  de 3H - t i m i d i n a ,  que e x p r e s a  l a  s í n 
t e s i s  de ADN, i n c r e m e n t ó  r á p i d a m e n t e  en l a  p r i m e r a  semana  
de c u l t i v o  (%20 v e c e s  s u p e r i o r  al  v a l o r  i n i c i a l ) ,  d i s 
minuyendo un 34% de d i c h o  v a l o r  máximo a l o s  15 d í a s ,  
p a r a  ma nt e ne r s e  p r á c t i c a m e n t e  c o n s t a n t e  h a s t a  e l  f i n a l  
del  c u l t i v o  ( F i g .  31 A ) .

Al  e x p r e s a r  l o s  v a l o r e s  de i n c o r p o r a c i ó n  por  mi de 
p l a c a ,  e nc ont ra mos  una c u r v a  d i f e r e n t e ,  ya que e l  c o n t e 
n i d o  de ADN i ba  aumentando a l o  l a r g o  del  c u l t i v o ,  como 
se ha v i s t o  a n t e r i o r m e n t e .  A s í ,  observamos que l a  i n c o r 
p o r a c i ó n  de ’ H - t i m i d i n a  aumentó d u r a n t e  todo el  c u l t i v o ,  
s i e n d o  d i c h o  aumento muy r á p i d o  en l a  p r i m e r a  semana de l  
mismo y más moderado p o s t e r i o r m e n t e  ( F i g .  32  A ) ,  e nc on 
t r a n d o  un n i v e l  de i n c o r p o r a c i ó n  15 y 23 v e c es  s u p e r i o r  
al  i n i c i a l  a l o s  7 d í a s  y al  f i n a l  del  c u l t i v o ,  r e s p e c t i 
vame nt e .  Los v a l o r e s  de i n c o r p o r a c i ó n  de sH - t i m i d i n a  t o 
d a v í a  muy a l t o s  a l  f i n a l  del  c u l t i v o  par ec en  i n d i c a r  que  
un c i e r t o  p o r c e n t a j e  de c é l u l a s  m a n t i e n e  l a  c a p a c i d a d  de 
s i n t e t i z a r  ADN, y por  t a n t o  de d i v i d i r s e ,  a l o  l a r g o  de 
todo e l  t i empo  del  c u l t i v o ,  l o  que c o i n c i d e  con e s t u d i o s  
" i n  v i v o "  donde se ha e n c o n t r a d o  que l a  p r o l i f e r a c i ó n  de 
a s t r o c i t o s  c o n t i n u a  t o d a  l a  v i d a ,  a d i f e r e n c i a  de l o  que 
o c u r r e  con l a s  n e u r o n a s .

La p r e s e n c i a  de a l c o h o l  en el  medio  de c u l t i v o  
d e t e r m i n ó  que ,  aunque e l  p a t r ó n  de i n c o r p o r a c i ó n  de d i c h o  
p r e c u r s o r  f u é  s i m i l a r  a l  c o n t r o l ,  se observó  un des c en so  
en l o s  n i v e l e s  de d i c h a  i n c o r p o r a c i ó n , que f u é  más s i g 
n i f i c a t i v o  en l a s  c é l u l a s  e x p u e s t a s  a mayor c o n c e n t r a c  ión  
de e t a n o l . C o n c r e t a m e n t e ,  d i c h a  i n c o r p o r a c i ó n ,  con 
r e s p e c t o  a l o s  v a l o r e s  c o n t r o l e s ,  d i sminuyó  17% y 50% a 
l o s  7 d í a s ,  y 37% y 62% a l o s  2 8 ,  en l o s  a s t r o c i t o s  
e x p u e s t o s  a 25  y 100 mM de e t a n o l ,  r e s p e c t i v a m e n t e  ( F i g .
31 A ) ,  e n c o n t r a n d o  una d i s m i n u c i ó n  s e m e j a n t e  cuando se 
e xp r e s ó  l a  i n c o r p o r a c i ó n  por  mi de medio  de c u l t i v o  ( F i g .
32 A ) .  E s t o s  d a t o s  p a r e c e n  i n d i c a r  que aunque hay c i e r t o  
p o r c e n t a j e  de c é l u l a s  que se d i v i d e  h a s t a  e l  f i n a l  del  
c u l t i v o ,  é s t e  es  menor que en l o s  c u l t i v o s  que c r e c e n  en 
p r e s e n c i a  de a l c o h o l .

R e s p e c to  a l a  s í n t e s i s  de ADN en l o s  a s t r o c i t o s  p r o 
c e d e n t e s  de f e t o s  e x p u e s t o s  al  a l c o h o l ,  al  i g u a l  que
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DIAS DE CULTIVO

F i g u r a  3 1 .  I n c o r p o r a c i ó n  de 8H - t i m i d i n a  ( e n  cpm/mg p r o 
t e í n a )  en l o s  a s t r o c i t o s  o b t e n i d o s  de - f e t o s  c o n t r o l e s  ( A )  
y  e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  < B ) ,  a l o  l a r g o  d e l  t i e m p o  del  
c u l t i v o .  S í m b o l o s  como en l a  F i g .  2 7 .  Cada p u n t o  r e p r e 
s e n t a  l a  m e d i a  ±  S . D .  de 3 - 4  c u l t i v o s  d i f e r e n t e s .  D i f e 
r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  con r e s p e c t o  a l  c o n t r o l  ( * p  < 
0 , 0 5 ;  * * p  < 0 , 0 1 ) .
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DIAS DE CULTIVO

F i g u r a  3 2 .  I n c o r p o r a c i ó n  de BH - t i m i d i n a  ( e n  cpm/ml de me
d i o )  en l o s  a s t r o c i t o s  o b t e n i d o s  de F e t o s  c o n t r o l e s  <A) y 
e x p u e s t o s  al  a l c o h o l  <B>,  a l o  l a r g o  de l  t i e m po  de l  c u l 
t i v o .  S í m b o l o s  como en l a  F i g .  2 7 .  Cada p u n t o  r e p r e s e n t a  
l a  med i a  ±  S . D .  de 3 - 4  c u l t i v o s  d i f e r e n t e s .  D i f e r e n c i a s  
s i g n i f i c a t i v a s  con r e s p e c t o  a l  c o n t r o l  <*p < 0 , 0 5 ;  * * p  < 
0 ,0 1 ) .
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o c u r r í a  con l a  s í n t e s i s  de ARN, t a n t o  e l  p a t r ó n  como l o s  
n i v e l e s  de i n c o r p o r a c i ó n  dé * H - t i m i d i n a  m o s t r a r o n  g r a n d e s  
d i f e r e n c i a s  con r e s p e c t o  a l o s  c o n t r o l e s .  A s í ,  aunque l o s  
v a l o r e s  máximos de i n c o r p o r a c i ó n  se o b s e r v a r o n  a l o s  7 
d í a s  <que s ó l o  f u e r o n  3 , 2  v e c es  s u p e r i o r e s  a l o s  i n i c i a 
l e s ) ,  é s t o s  d i s m i n u y e r o n  en d í a s  p o s t e r i o r e s ,  o b t e n i é n 
dose al  f i n a l  de l  c u l t i v o  unos n i v e l e s  i n c l u s o  menores  
que l o s  i n i c i a l e s  ( F i g .  31 B ) . Por  o t r a  p a r t e ,  d u r a n t e  
todo  e l  c u l t i v o  d i c h o s  n i v e l e s  f u e r o n  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  
menores (p < 0 , 0 1 )  que l o s  c o n t r o l e s ,  con una d i s m i n u c i ó n  
del  7 0 - 8 0 %.

Al  e x p r e s a r  e s t o s  v a l o r e s  como i n c o r p o r a c i ó n  de 
* H - t i m i d i n a  por  mi de med i o  de c u l t i v o ,  observamos unas  
a l t e r a c i o n e s  s i m i l a r e s  a l a s  d e s c r i t a s  a n t e r i o r m e n t e ,  es  
d e c i r ,  un i n c r e m e n t o  máximo a l o s  7 d í a s  ( p e r o  que f u é  
muy i n f e r i o r  a l  c o n t r o l ) ,  y una d i s m i n u c i ó n  p r o g r e s i v a  
en l o s  s i g u i e n t e s  d í a s  de c u l t i v o  ( F i g .  32  B ) . E s t o s  
d a t o s  i n d i c a n  que e l  p o r c e n t a j e  de c é l u l a s  que se d i v i d e  
es mucho me no r ,  y además,  a l  c o n t r a r i o  de l o  que o c u r r í a  
en l o s  a s t r o c i t o s  de r a t a s  c o n t r o l e s ,  en l o s  p r o c e d e n t e s  
de r a t a s  t r a t a d a s  con a l c o h o l  va  d i sm in u ye nd o  a p a r t i r  
del  d í a  7 de c u l t i v o .

En l o s  c u l t i v o s  de a s t r o c i t o s  p r o c e d e n t e s  de r a t a s  
t r a t a d a s  con a l c o h o l ,  l a  p r e s e n c i a  de e t a n o l  ( 2 5  mM) no 
a l t e r ó  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  e l  p a t r ó n  ni  l o s  n i v e l e s  de 
s í n t e s i s  en n i n g u n o  de l o s  t r e s  p r e c u r s o r e s  e s t u d i a d o s  
( F i g s .  2 9 - 3 2  B ) .

En resume n,  e s t o s  d a t o s  i n d i c a n  que l a  p r e s e n c i a  de 
a l c o h o l  en l o s  c u l t i v o s  c o n t r o l e s  p r o vo c a  una d i s m i n u c i ó n  
de l a  s í n t e s i s  de á c i d o s  n u c l e i c o s  ( y  por  t a n t o  de l a  
p r o l i f e r a c i ó n  de l  número de c é l u l a s )  y en menor m e d i d a  de 
l a  s í n t e s i s  de p r o t e í n a s .  E s t a s  s í n t e s i s  e s t á n  e s p e c i a l 
mente a l t e r a d a s  en l o s  a s t r o c i t o s  p r o c e d e n t e s  de r a t a s  
t r a t a d a s  con a l c o h o l ,  l o  que p a r e c e  s i g n i f i c a r  que l a s  
c é l u l a s  p r e c u r s o r a s  ya e s t á n  g r ave ment e  a f e c t a d a s .

2 . 5 .  ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN LOS ASTROCITOS

A d i f e r e n t e s  d í a s  de c u l t i v o  se d e t e r m i n ó  l a  a c t i 
v i d a d  de dos t i p o s  p r i n c i p a l e s  de e nz i ma s :  a )  unas c o n s i 
d e r a d a s  como m a r c a d o r a s  de a s t r o c i t o s ,  t a l e s  como l a  g l u 
t a mi na  s i n t e t a s a  y l a  b u t i  1 col  i n e s t e r a s a ; y b)  o t r a s  l i 
gadas a l a  membrana p l a s m á t i c a ,  l o c a l i z á n d o s e  en l o s  p r o 
cesos  c e l u l a r e s .  I g u a l m e n t e ,  se m i d i ó  l a  a c t i v i d a d  de l a  
a l c o h o l  d e s h i d r o g e n a s a .
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2 . 5 . 1 .  ENZIMAS MARCADORAS.

La enz i ma  g l u t a m i n a  s i n t e t a s a  e s t á  l o c a l i z a d a  p r e d o 
mi na nt e me nt e  en a s t r o c i t o s ,  por  l o  que se ha c o n s i d e r a d o  
ma r ca d or a  de e s t a s  c é l u l a s  [ 1 5 1 3 .  Su f u n c i ó n  es c a t a l i z a r  
l a  s í n t e s i s  de g l u t a m i n a  a p a r t i r  de g l u t a m a t o  y amonio  
( F i g .  3 3 ) .

En l o s  a s t r o c i t o s  p r o c e d e n t e s  de r a t a s  c o n t r o l e s  l a  
a c t i v i d a d  de d i c h a  e n z i m a  aumentó r á p i d a m e n t e  l o s  p r i m e 
r o s  d í a s  de c u l t i v o ,  e n c o n t r a n d o  a l o s  7 d í a s  e l  d o b l e  de 
a c t i v i d a d  que a l  i n i c i o  del  mismo; l o s  s i g u i e n t e s  d í a s  
d i sm in uyó  l i g e r a m e n t e  h a s t a  t e n e r  una a c t i v i d a d  de un 15% 
menor que l a  máx i ma,  a l  f i n a l i z a r  el  c u l t i v o  ( F i g .  34  A ) .  
El p a t r ó n  de d e s a r r o l l o  de e s t a  enz ima es  s i m i l a r  a l  de 
s í n t e s i s  de ADN, l o  que p a r e c e  i n d i c a r  que e l  aumento
i n i c i a l  de a c t i v i d a d  de l a  g l u t a m i n a  s i n t e t a s a  ( que  es
una enz ima  c i t o s ó l i c a )  es  p a r a l e l o  a l  del  número de c é l u 
l a s ,  por  l o  que aumenta  r á p i d a m e n t e  en l o s  p r i m e r o s  d í a s  
de c u l t i v o .  En l o s  s i g u i e n t e s  d í a s  d i sminuyó  l i g e r a m e n t e ,  
p r o b a b l e m e n t e  d e b i d o  a que d u r a n t e  é s t o s  se p r oduce  p r i n 
c i p a l m e n t e  l a  d i f e r e n c i a c i ó n  c e l u l a r ,  con c r e c i m i e n t o  de 
l o s  p r o c e s o s  a s t r o c í t i  e o s .

La p r e s e n c i a  de a l c o h o l  en e s t o s  c u l t i v o s  d e t e r m i n ó  
un menor i n c r e m e n t o  d o s i s - d e p e n d i e n t e  de l a  a c t i v i d a d  de 
e s t a  e n z i m a ,  t a n t o  en e l  p u n to  máximo ( a  l o s  7 d í a s )  como 
al  f i n a l  de l  c u l t i v o ,  con d i s m i n u c i o n e s  del  10% y 23% 
r e s p e c t o  a l o s  c o n t r o l e s  a 1 os 7 d í a s ,  y del  23% y 34% a
l o s  21 d í a s ,  en l o s  c u l t i v o s  e x p u e s t o s  a 25  y 100 mM de
e t a n o l ,  r e s p e c t i v a m e n t e .  E s t o s  d a t o s  pa r ec e n  c o n c o r d a r  
con l a  d i s m i n u c i ó n  de l  c o n t e n i d o  de ADN en l a s  c é l u l a s  
e x p u e s t a s  a l  a l c o h o l .

Los n i v e l e s  de a c t i v i d a d  de g l u t a m i n a  s i n t e t a s a  en 
c u l t i v o s  p r o c e d e n t e s  de r a t a s  t r a t a d a s  con a l c o h o l ,  p r e 
s e n t a r o n  a l o s  7 d í a s  un aumento s i m i l a r  a l  de l o s  c on 
t r o l e s ,  aunque a l  f i n a l  de l  c u l t i v o  se obs er vó  una n o t a 
b l e  d i s m i n u c i ó n  (%26%) de d i c h a  a c t i v i d a d  con r e s p e c t o  al  
del  c o n t r o l  a l o s  21 d í a s  ( F i g .  34 B ) . La p r e s e n c i a  de 25  
mM de e t a n o l  en e s t o s  c u l t i v o s  d e t e r m i n ó  una mayor  d i s m i 
nu c ió n  en l a  a c t i v i d a d  de l a  g l u t a m i n a  s i n t e t a s a ,  que f u é  
e s p e c i a l m e n t e  s i g n i f i c a t i v a  a p a r t i r  del  d í a  10 de c u l t i 
v o ,  e n c o n t r a n d o  a l  f i n a l i z a r  e l  mismo una d i s m i n u c i ó n  del  
32% con r e s p e c t o  a l o s  c o n t r o l e s .

D a t o s  h i s t o q u í m i e o s  y b i o q u í m i c o s  han d em o s t r a d o  que  
l a  enz ima  a c e t i  1 col  i n e s t e r a s a  e s t á  p r e f e r e n t e m e n t e  en 
n e u r o n a s ,  m i e n t r a s  que l a  b u t i  1 col  i n e s t e r a s a  se l o c a l  i z a  
en c é l u l a s  g l i a l e s ,  i n c l u y e n d o  a s t r o c i t o s ,  por  l o  que 
p o d r í a  c o n s i d e r a r s e  m a r c a d o r a  de e s t a s  c é l u l a s  C 6 5 , 9 ó ] .  
De hec ho ,  n o s o t r o s  medimos l a  a c t i v i d a d  de l a  a c e t i l -  
c o l i n e s t e r a s a  en l o s  c u l t i v o s  de a s t r o c i t o s ,  e n c o n t r a n d o
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F i g u r a  3 3 .  D e m o s t r a c i ó n  i n m u n o c i t o q u í m i c a  de l a  d i s t r i b u 
c i ó n  de g l u t a m i n a  s i n t e t a s a  en a s t r o c i t o s  c o n t r o l e s  de 4 
d í a s  ( i z q u i e r d a )  y de 10 d í a s  ( d e r e c h a ) ,  que se l o c a l i z a  
en e l  c i t o p l a s m a  de l a s  c é l u l a s .  P a r a  su d e m o s t r a c i ó n  se 
u t i l i z ó  un a n t i c u e r p o  monoc lona l  d i r i g i d o  c o n t r a  d i c h a  
e n z i m a  ( o b t e n i d o  por  l a  D r a .  A m e l i a  M a r t í n e z )  que -fué r e 
v e l a d o  con l a  c o r r e s p o n d i e n t e  a n t i - I g  c o n j u g a d a  con F I T C .
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F i g u r a  3 4 .  A c t i v i d a d  de l a  g l u t a m i n a  s i n t e t a s a  en a s t r o 
c i t o s  o b t e n i d o s  de f e t o s  c o n t r o l e s  <A) y  e x p u e s t o s  a l  a l 
cohol  <B>,  a l o  l a r g o  del  t i e m po  del  c u l t i v o .  S í m bo l o s  
como en l a  F i g .  2 7 .  Cada p u n to  r e p r e s e n t a  l a  m e d i a  de 3 - 4  
c u l t i v o s  d i f e r e n t e s .  D i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  con r e s 
p e c t o  a l  c o n t r o l  ( * p  < 0 , 0 5 ) .
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una a c t i v i d a d  muy b a j a  y p r á c t i c a m e n t e  c o n s t a n t e  a l o  
l a r g o  de todo el  c u l t i v o  ( d a t o s  no m o s t r a d o s ) .

S i n  embargo,  cuando se m i d i ó  l a  a c t i v i d a d  de l a  
b u t i  1 col  i n e s t e r a s a ,  se e n c o n t r ó  una c u r v a  s i m i l a r  a l a  de 
l a  g l u t a m i n a  s i n t e t a s a ,  o b t e n i e n d o  unos n i v e l e s  de a c t i 
v i d a d  máximos a l o s  10 d í a s  de c u l t i v o ,  s i e n d o  e s t o s  v a 
l o r e s  2 , 3  vec es  s u p e r i o r e s  a l o s  i n i c i a l e s ,  y d i s m i n u y e n 
do p o s t e r  i ormen t e  d i c h a  a c t i v i d a d  h a s t a  e l  - f i na l  de l  c u l 
t i v o  ( F i  g .  35 A ) .

Con l a  a d i c i ó n  de d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  de 
e t a n o l  a l a s  c é l u l a s  <25 y 100 mM) , a l  i g u a l  que o c u r r í a  
con l a  g l u t a m i n a  s i n t e t a s a ,  se obser vó  una d i s m i n u c i ó n  en 
l a  a c t i v i d a d  de l a  b u t i  1 col  i n e s t e r a s a  a l o  l a r g o  de t odo  
el  c u l t i v o ,  que f u é  más marcada al  f i n a l  del  mismo y en 
l o s  a s t r o c i t o s  e x p u e s t o s  a mayores  c o n c e n t r a c i o n e s  de 
a l c o h o l .

Los a s t r o c i t o s  p r o c e d e n t e s  de r a t a s  t r a t a d a s  con 
a l c o h o l  p r e s e n t a r o n  c i e r t a s  v a r i a c i o n e s  con r e s p e c t o  a 
l o s  c o n t r o l e s  ( F i g .  35  B ) . Por  una p a r t e ,  l a  a c t i v i d a d  de 
d i c h a  enz ima  al  i n i c i o  del  c u l t i v o  f u é  ma yo r ,  y por  o t r a  
p a r t e  a l c a n z a r o n  a n t e s  e l  v a l o r  máximo,  a l o s  7 d í a s  de 
c u l t i v o ,  p e r o  que f u é  un 20% menor que l a  a c t i v i d a d  
máxima e n c o n t r a d a  en l a s  c é l u l a s  c o n t r o l e s .  Cuando e s t a s  
c é l u l a s  c r e c i e r o n  en p r e s e n c i a  de e t a n o l ,  l a  a c t i v i d a d  de 
l a  b u t i  1 col  i n e s t e r a s a  aún f u é  menor ,  e s p e c i a l m e n t e  a l o s  
7 d í a s  de c u l t i v o ,  donde enc ont ra mo s  una d i s m i n u c i ó n  del  
33% con r e s p e c t o  a l  v a l o r  máximo de l o s  c o n t r o l e s .

La enz ima  g l u t á m i c o  d e s h i d r o g e n a s a , que e s t á  l o c a l i 
zada  en l a s  m i t o c o n d r i  a s ,  c a t a l i z a  l a  s í n t e s i s  de a - c e t o -  
g l u t a r a t o  a p a r t i r  de g l u t a m a t o ,  e s t a n d o  a s í  r e l a c i o n a d a  
con l a  f u n c i ó n  de l a  g l u t a m i n a  s i n t e t a s a .  Aunque e s t a  
enz i ma  no es  m a r ca d or a  e s p e c í f i c a  de a s t r o c i t o s ,  desem
peña un pape l  muy i m p o r t a n t e  en e l  m e t a b o l i s m o  c e r e b r a l  
ya que l o s  a s t r o c i t o s  c a p t a n  el  g l u t a m a t o  l i b e r a d o  por  
l a s  n e u r o n a s ,  l o  c o n v i e r t e n  y l i b e r a n  a - c e t o g l u t a r a t o ,  
m a n t e n i e n d o  a s í  un adecuado r e c a m b i o  del  g l u t a m a t o  l i b e 
r a d o  por  l a s  n e u r o n a s ,  p r o t e g i é n d o l a s  del  e f e c t o  t ó x i c o  
del  g l u t a m a t o  [ 1 3 ] .

Los n i v e l e s  de a c t i v i d a d  de e s t a  enz ima  i n c r e m e n
t a r o n  d u r a n t e  l o s  p r i m e r o s  d í a s  de c u l t i v o ,  a l c a n z a n d o  
l o s  v a l o r e s  máximos e n t r e  l o s  d í a s  7 y 15 ,  m a n t e n i é n d o s e  
p r á c t i c a m e n t e  c o n s t a n t e s  d u r a n t e  e l  r e s t o  de l  c u l t i v o  
( F i g .  36  A ) .  Los a s t r o c i t o s  p r o c e d e n t e s  de r a t a s  t r a t a d a s  
con a l c o h o l  m o s t r a r o n  una a c t i v i d a d  s i m i l a r  a l a  de l o s  
c o n t r o l e s  a l o  l a r g o  de todo  e l  c u l t i v o  ( F i g .  36  B ) . La 
p r e s e n c i a  de a l c o h o l  no a f e c t ó  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  l a  
a c t i v i d a d  de e s t a  enz i ma  en l o s  c u l t i v o s  p r o c e d e n t e s  de 
r a t a s  c o n t r o l e s ,  ni  en 1 os de t r a t a d a s  con a l c o h o l .
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F i g u r a  3 5 .  A c t i v i d a d  de l a  b u t i  1 co l  i n e s t e r a s a  en a s t r o c i 
t o s  o b t e n i d o s  de - fe tos  c o n t r o l e s  ( A)  y e x p u e s t o s  al  a l c o 
hol  <B>,  a l o  l a r g o  de l  t i empo  de l  c u l t i v o .  S í m b o l o s  como 
en l a  F i g .  2 7 .  Cada p u n t o  r e p r e s e n t a  l a  m e d i a  de 3 - 4  c u l 
t i v o s  d i - f e r e n t e s .  D i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  con r e s p e c t o  
al  c o n t r o l  ( * p  < 0 , 0 5 ;  * * p  < 0 , 0 1 ) .
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F i g u r a  3 6 .  A c t i v i d a d  de l a  g l u t a m a t o  d e s h i d r o g e n a s a  en 
a s t r o c i t o s  o b t e n i d o s  de - fe tos  c o n t r o l e s  <A) y  e x p u e s t o s  
a l  a l c o h o l  <B>, a l o  l a r g o  del  t i e mp o  de l  c u l t i v o .  Símbo
l o s  como en l a  F i g .  2 7 .  Cada pu n to  r e p r e s e n t a  l a  m e d i a  de 
3 - 4  c u l t i v o s  d i f e r e n t e s .
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2 . 5 . 2 .  ENZIMAS LIGADAS A MEMBRANAS. I
Las f i g u r a s  3 7 - 3 9  m ue s t r an  l a  a c t i v i d a d  a l o  l a r g o  

del  c u l t i v o  de a s t r o c i t o s ,  de t r e s  en z i ma s  l i g a d a s  a l a s  
membranas p l a s m á t i c a s :  <Na^ , K^ )A TPa sa ,  Ca2"*ATPasa y
5 ' n u c í e o t  i d a s a .

La e n z i m a  ( N a *  ,K"* >ATPasa p a r ec e  desempeñar  un pape l  
i m p o r t a n t e  en l a  g l í a  p u e s t o  que ,  además de r e g u l a r  l a  
c o n c e n t r a c i ó n  de K * , e s t á  í n t i m a m e n t e  l i g a d a  a l  consumo 
de 08 en l a  g l í a  [ 1 7 7 , 2 2 9 3 .  El  p a t r ó n  de a c t i v i d a d  de 
e s t a  enz i ma  en l o s  a s t r o c i t o s  f u é  d i f e r e n t e  a l  de l a s  
e nz imas  d e s c r i t a s  a n t e r i o r m e n t e ,  p u e s t o  que e l  mayor  
d e s a r r o l l o  c o i n c i d i ó  con e l  p e r í o d o  de m a d u r a c i ó n  de 
e s t a s  c é l u l a s ,  que es cuando se d e s a r r o l l a n  l o s  p r o c e s o s .  
A s í ,  en l a  f i g u r a  37  A se o b s e r v a  que e l  d í a  7 de c u l t i v o  
l a  a c t i v i d a d  s ó l o  f u é  1 , 4  v ec es  s u p e r i o r  a l o s  v a l o r e s  
i n i c i a l e s ,  aumentando l o s  n i v e l e s  n o t a b l e m e n t e  a p a r t i r  
de ese p u n t o ,  s i e n d o  a l  f i n a l  del  c u l t i v o  4 , 4  v e c e s  sup e
r i o r  a l o s  v a l o r e s  i n i c i a l e s .

La p r e s e n c i a  de a l c o h o l  en e s t o s  c u l t i v o s  i n d u j o  una  
d i s m i n u c i ó n  de l o s  n i v e l e s  de d i c h a  a c t i v i d a d  a l o  l a r g o  
de t odo e l  c u l t i v o ,  o bs e r v a n d o  que a l o s  21 d í a s  l a  d i s 
m i n u c i ó n  e r a  de l  24% y 40% con r e s p e c t o  a l  c o n t r o l ,  en 
l o s  a s t r o c i t o s  e x p u e s t o s  a 25  y 100 mM, r e s p e c t i v a m e n t e .

La en z i ma  Ca2*ATPasa  es o t r a  ATPasa ,  que e s t á  l i g a d a  
a l a  p a r t e  e x t e r n a  de l a  membrana c e l u l a r  ( p o r  l o  que se  
l a  denomina " e c t o e n z i m a ” ) ;  es  a c t i v a d a  por  muy b a j a s  
c o n c e n t r a c i o n e s  de Ca2*  y r e q u i e r e  e l  ión Mg2* p a r a  su 
f u n c i o n a m i e n t o .  El p a t r ó n  de l o s  n i v e l e s  de a c t i v i d a d  f u é  
s i m i l a r  a l o s  de ( N a * , K * > A T P a s a ,  o bs er vándo se  un n o t a b l e  
i n c r e m e n t o  desde e l  d í a  7 de c u l t i v o  h a s t a  e l  2 1 ,  s i e n d o  
l o s  v a l o r e s  f i n a l e s  5 , 4  v e c e s  s u p e r i o r e s  a l o s  i n i c i a l e s  
( F i g .  38  A ) .  El  d e s a r r o l l o  de e s t a  enz i ma  p a r e c e  i g u a l 
mente  c o i n c i d i r  con e l  de l o s  p r o c e s o s  a s t r o c í t i  e o s . La  
p r e s e n c i a  de a l c o h o l  en e s t o s  c u l t i v o s  c o n t r o l e s  
d e t e r m i n ó  una d i s m i n u c i ó n  de l a  a c t i v i d a d  a l o  l a r g o  del  
mismo,  que f u é  un 20% y 40% menor que l a  de l o s  c o n t r o l e s  
al  f i n a l  de l  c u l t i v o ,  en l a s  c é l u l a s  e x p u e s t a s  a 25  y 100 
mM de e t a n o l ,  r e s p e c t i v a m e n t e .

La 5 ' n u c l e o t i d a s a  que ,  a l  i g ua l  que l a s  a n t e r i o r e s  
e n z i m a s ,  e s t á  l i g a d a  a l a  membrana p l a s m á t i c a ,  y que 
f a c i l i t a  l a  e n t r a d a  de n u c l e ó t i d o s  al  c i t o p l a s m a  c e l u l a r ,  
f u é  aumentando de una manera  s i m i l a r  a l a s  dos e n z i m a s  
a n t e r i o r e s ,  h a s t a  a l c a n z a r  a l  f i n a l  del  c u l t i v o  c o n t r o l  
un v a l o r  4 , 1  v e c e s  s u p e r i o r  a l  i n i c i a l  ( F i g .  39  A ) ,  ya  
que t ambién  se d e s a r r o l l a  p a r a l e l a m e n t e  a l a  a p a r i c i ó n  y 
f o r m a c i ó n  de p r o c e s o s  c e l u l a r e s .  La p r e s e n c i a  de 25  y 100 
mM de e t a n o l  d e t e r m i n ó  una menor a c t i v i d a d  de e s t a  e n z i m a  
a l o  l a r g o  de l  c u l t i v o ,  s i e n d o  al  f i n a l i z a r  e l  mismo un
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F i g u r a  3 7 .  A c t i v i d a d  de l a  ( N a * , K * >ATPasa en a s t r o c i t o s  
o b t e n i d o s  de f e t o s  c o n t r o l e s  <A> y e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  
<B>,  a l o  l a r g o  del  t i empo de l  c u l t i v o .  S í m b o l o s  como en 
l a  F i g .  2 7 .  Cada p u n t o  r e p r e s e n t a  l a  m e d i a  de 3 - 4  c u l t i 
vos  d i f e r e n t e s .  D i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  con r e s p e c t o  
a l  c o n t r o l  <*p < 0 , 0 5 ;  * * p  < 0 , 0 1 ) .
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F i g u r a  3 8 .  A c t i v i d a d  de l a  C a ^A T Pa s a  en a s t r o c i t o s  o b t e 
n i d o s  de f e t o s  c o n t r o l e s  <A> y e x p u e s t o s  al  a l c o h o l  <B>, 
a l o  l a r g o  del  t i e mp o  del  c u l t i v o .  S í m b o l o s  como en l a  
F i g .  2 7 .  Cada p u n to  r e p r e s e n t a  l a  m e d i a  de 3 - 4  c u l t i v o s  
d i f e r e n t e s .  D i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  con r e s p e c t o  a l  
c o n t r o l  <*p < 0 , 0 5 ;  * * p  < 0 , 0 1 ) .
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DIAS DE CULTIVO

F i g u r a  3 9 .  A c t i v i d a d  de l a  5 ' n u c  1 e o t i d a s a  en a s t r o c i t o s  
o b t e n i d o s  de f e t o s  c o n t r o l e s  (A)  y e x p u e s t o s  al  a l c o h o l  
< B ) ,  a l o  l a r g o  del  t i e m p o  del  c u l t i v o .  S í m b o l o s  como en 
l a  F i g .  2 7 .  Cada p u n t o  r e p r e s e n t a  l a  m ed i a  de 3 - 4  c u l t i 
vos  d i f e r e n t e s .  D i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  con r e s p e c t o  
a l  c o n t r o l  ( * p  i  0 , 0 5 ) .
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15% y  21% menor que l o s  c o n t r o l e s ,  r e s p e c t i v a m e n t e .
I

En e s t o s  c u l t i v o s ,  e l  aumento de l a  a c t i v i d a d  de 
e s t a s  t r e s  e n z i m a s  a l o s  21 d í a s  f u é  e s t a d í s t i c a m e n t e  
s i g n i f i c a t i v o  <p < 0 , 0 1 )  con r e s p e c t o  a l o s  v a l o r e s  i n i 
c i a l e s .

En l o s  c u l t i v o s  de a s t r o c i t o s  p r o c e d e n t e s  de r a t a s  
t r a t a d a s  con a l c o h o l ,  e l  p a t r ó n  de l o s  n i v e l e s  de a c t i v i 
dad de e s t a s  t r e s  e nz i m a s  f u é  s i m i l a r  al  de sus c o r r e s 
p o n d i e n t e s  c o n t r o l e s  < F i g s .  3 7 - 3 9  B ) . S i n  embargo ,  al  
f i n a l  de l  c u l t i v o  d i c h a s  a c t i v i d a d e s  f u e r o n  menor es ,  
e n c o n t r a n d o  una d i s m i n u c i ó n  del  20%, 21% y 34% p a r a  l a  
( N a * , K * ) A T P a s a ,  Ca**  ATPasa y  5 ' n u c í e o t i d a s a ,  r e s p e c t i v a 
m e n t e .  Cuando e s t o s  a s t r o c i t o s  c r e c i e r o n  en p r e s e n c i a  de 
25  mM de e t a n o l ,  e l  v a l o r  de d i c h a s  a c t i v i d a d e s  f u é  t o 
d a v í a  me no r ,  con unas  d i s m i n u c i o n e s  r e s p e c t i v a s  del  48%,  
43% y 35% con r e s p e c t o  a l o s  v a l o r e s  de l o s  c o n t r o l e s  a 
l o s  21 d í a s  de c u l t i v o .

En r e sume n,  en c on t ra mo s  que l a  a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  
de e s t a s  e n z i m a s  l i g a d a s  a membrana se d e s a r r o l l a  p a r a l e 
l a me nt e  a l a  a p a r i c i ó n  y f o r m a c i ó n  de p r o c e s o s  a s t r o c í -  
t i c o s ,  y se a f e c t a  t a n t o  por  l a  p r e s e n c i a  de e t a n o l  en e l  
medi o  como en a q u e l l o s  c u l t i v o s  p r o c e d e n t e s  de f e t o s  
e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l .

2 . 5 . 3 .  ALCOHOL DESHIDROGENASA.

Por  ú l t i m o  se m i d i ó  l a  a c t i v i d a d  de l a  a l c o h o l  
d e s h i d r o g e n a s a  ( A D H ) , que es una enz ima  r e s p o n s a b l e  de 
c a t a l i z a r  e l  p r i m e r  paso del  m e t a b o l i s m o  del  e t a n o l .  S i n  
embargo ,  no se d e t e c t ó  d i c h a  a c t i v i d a d  en n i ngún  c u l t i v o ,  
t a n t o  en l o s  que c r e c i e r o n  en p r e s e n c i a  como en a u s e n c i a  
de a l c o h o l .

La i m p o r t a n c i a  de e s t a  enz i ma  e s t r i b a  en s a b e r  si  
l a s  c é l u l a s  que e s t u v i e r o n  e x p u e s t a s  a l  a l c o h o l  en c u l t i 
v o ,  l o  e s t u v i e r o n  tamb i én  al  a c e t a l d e h í d o  r e s u l t a n t e  de 
su m e t a b o l i s m o .  P u e s t o  que no se e n c o n t r ó  a c t i v i d a d  ADH,  
p a r e c e  i n d i c a r  que l a s  a l t e r a c i o n e s  e n c o n t r a d a s  por  l a  
e x p o s i c i ó n  al  a l c o h o l  ■ in v i  t r o "  se deben a é l  d i r e c t a 
m e n t e ,  y no a l  a c e t a l d e h í d o .
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1 . ESTUDIO DE LOS HEPATOCITOS.

1 . 1 .  AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS.

El  a i s l a m i e n t o  de h e p a t o c i t o s  a p a r t i r  de h í g a d o s  de 
r a t a  a d u l t a  se ha u t i l i z a d o  ampl ia me nte  p a r a  e s t u d i o s  
s o b r e  r e g u l a c i ó n  de r u t a s  m e t a b ó l i c a s  de s í n t e s i s  y c a t a 
b o l i s m o  de d i v e r s a s  s u s t a n c i a s ,  c a p t a c i ó n  y e l i m i n a c i ó n  
de m e t a b o l i t o s ,  d e s a r r o l l o  de e s t a d o s  p a t o l ó g i c o s ,  d e g r a 
d a c i ó n  de s u s t a n c i a s  t ó x i c a s  exógenas  y x e n o b i ó t i  e o s ,  
e t c .  C1363 .  S i n  embargo,  e s t o s  e s t u d i o s  han s i d o  d i f í c i 
l e s  de a b o r d a r  en e l  h í g a d o  en d e s a r r o l l o ,  ya  que l o s  
mét odos  de a i s l a m i e n t o  de h e p a t o c i t o s  e s t á n  basados  en l a  
p e r f u s i ó n  de l  h í g a d o ,  l o  que es d i f í c i l  de r e a l i z a r  en 
h í g a d o s  de pequefto tamaf io.  Por  e l l o ,  en l o s  ú l t i m o s  af ios  
se han d e s a r r o l l a d o  nuevos  p r o c e d i m i e n t o s  que p e r m i t e n  l a  
s e p a r a c i ó n  de h e p a t o c i t o s  de r a t a s  f e t a l e s  y n e o n a t a s  
1 1 6 , 4 6 , 1 8 9 3 .

El  e s t u d i o  de d i c h o s  h e p a t o c i t o s  p r e s e n t a  un g r a n  
i n t e r é s  ya  que l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  del  h í g a d o  no son 
c o n s t a n t e s  a l o  l a r g o  de su d e s a r r o l l o ,  p u e s t o  que s u f r e  
n o t a b l e s  cambi os  f i s i o l ó g i c o s  y m e t a b ó l i c o s  h a s t a  que 
l l e g a  a l  e s t a d o  a d u l t o .  A s í ,  se sabe que en l a  r a t a  e l  
h í g a d o  e m p i e z a  a a p a r e c e r  e l  d í a  ' 11 de g e s t a c i ó n ,  
o c u r r i e n d o  un r á p i d o  c r e c i m i e n t o  en 24 h por  l o  que ya es  
a p a r e n t e  e l  d í a  12 .  P o s t e r i o r m e n t e  se d e s a r r o l l a n  g r a n  
número de c é l u l a s  h e m a t o p o y é t i  c a s ,  que e n t r e  e l  d í a  15 a 
18 de g e s t a c i ó n  r e p r e s e n t a n  e l  65% de l a s  c é l u l a s  del  
h í g a d o .  El  p o r c e n t a j e  de e s t a s  c é l u l a s  d i s m in u ye  h a s t a  e l  
45% e l  d í a  21 de g e s t a c i ó n  Ü1893 .

Los c ambi os  f i s i o l ó g i c o s  y m e t a b ó l i c o s  que o c u r r e n  
d u r a n t e  e l  d e s a r r o l l o  de e s t e  órgano  se pueden a g r u p a r ,  a 
g r a n d e s  r a s g o s ,  en 3 f a s e s  C123:

a )  Fase f e t a l ,  donde e l  h í g a d o  es p r i n c i p a l m e n t e  g l u c o — 
l í t i c o ,  d e b i d o  a l  a p o r t e  c o n s t a n t e  de g l u c o s a  a t r a 
v é s  de l a  s a n g r e  m a t e r n a .

b)  Fase de l a c t a n c i a ,  donde o c u r r e  un cambio de a p o r t e  
n u t r i t i v o ,  s i e n d o  su p r i n c i p a l  f u e n t e  de e n e r g í a  l a s  
p r o t e í n a s  y l a  g r a s a  de l a  l ec he  m a t e r n a .  Por  t a n t o  
l o s  h e p a t o c i t o s  d e s a r r o l l a n  l a s  v í a s  g l u c o n e o g é n i  c a s ,  
d e b i d o  p r i n c i p a l m e n t e  a i m p o r t a n t e s  cambios  hormona
l e s  que o p e r a n  t r a s  e l  n a c i m i e n t o ,  do t a nd o  a l  r e c i é n  
n a c i d o  y l a c t a n t e  de l a  m a q u i n a r i a  e n z i m á t i c a  n e c e s a 
r i a  p a r a  p r o p o r c i o n a r  un a p o r t e  c o n s t a n t e  de g l u c o s a  
a o t r o s  ó r g a n o s .

c )  Fase de d e s t e t e  ( a l r e d e d o r  del  d í a  25 p o s t n a t a l  en l a
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r a t a ) .  En e s t a  -fase l a  p r i n c i p a l  -fuente de e n e r g í a  
son de nuevo l o s  c a r b o h i d r a t o s ,  por  l o  que l a s  e n z i 
mas gl  uconeogén i  c as  d ism in u yen  h a s t a  a l c a n z a r  l o s  
v a l o r e s  n o r m a le s  de l  a d u l t o .

En e s t e  e s t u d i o  n o s o t r o s  hemos d e s a r r o l l a d o  un p r o 
c e d i m i e n t o  que p e r m i t e  l a  s e p a r a c i ó n  de h e p a t o c i t o s  a 
p a r t i r  de h í g a d o s  de r a t a s  - f e t a l e s  y n e o n a t a l e s ,  b a s á n 
donos en e l  d e s c r i t o  por  L o re n z o  y c o i s .  [ 1 4 1 3 .  El a i s l a 
m i e n t o  de h e p a t o c i t o s  p r e s e n t a  a lg u n a s  v e n t a j a s ,  con r e s 
p e c t o  a o t r o s  m étodos  de e s t u d i o  del  h í g a d o ,  que en n u e s 
t r o  c a s o  han s i d o  l a s  s i g u i e n t e s :

-  P e r m i t e  r e a l i z a r  e s t u d i o s  b i o q u í m i c o s ,  m e t a b ó l i c o s  y 
m o r f o l ó g i c o s  s i m u l t á n e a m e n t e  de l a  misma m u e s t r a  o 
■ p o o l"  de h e p a t o c i t o s .

-  P o s i b i l i t a  l a  s e p a r a c i ó n  de h e p a t o c i t o s  en d i f e r e n t e s  
s u b p o b l a c i o n s , y por  t a n t o  l a  c a r a c t e r i z a c i ó n  d i f e r e n 
c i a l  de l a s  c é l u l a s  de l a s  d i s t i n t a s  zonas  de l  a c i  no 
h e p á t  i c o .

-  P e r m i t e  e s t u d i a r  l a s  p o s i b l e s  a l t e r a c i o n e s  que se 
puedan p r o d u c i r  en h e p a t o c i t o s  de r a t a s  p r o c e d e n t e s  de 
m a d re s  a l c o h ó l i c a s ,  a p l i c a n d o  l o s  p r o c e d i m i e n t o s  a n t e 
r i o r m e n t e  d e s c r i t o s .

El p r o c e d i m i e n t o  d e s a r r o l l a d o  en e s t e  e s t u d i o  t i e n e  
un g ra n  p o t e n c i a l  de a p l i c a c i ó n  p u e s to  que se c o n s ig u e  el  
a i s l a m i e n t o  de h e p a t o c i t o s  de f e t o s  y r a t a s  n e o n a t a l e s ,  
con a l t o  g r a d o  de p u r e z a  y a c t i v i d a d  m e t a b ó l i c a .

1 . 2 .  S IN T E S IS  Y GLICOSILACION DE PROTEINAS.

Por  l a  m u l t i t u d  de t r a b a j o s  r e a l i z a d o s  a c t u a l m e n t e ,  
e s t á  ampl i amen t e  a c e p t a d o  que e l  e t a n o l  i n t e r f i e r e  con el  
m e t a b o l i s m o  h e p á t i c o  de p r o t e í n a s  [ 1 8 7 , 2 8 1 3 .  De h e c h o ,  se 
ha comprobado que e l  consumo c r ó n i c o  de a l c o h o l  p ro d u ce  
una a c u m u la c ió n  de c i e r t a s  p r o t e í n a s ,  s i e n d o  é s t e  uno de 
l o s  m ecanism os i m p l i c a d o s  en e l  aumento del  vo lumen de 
l o s  h e p a t o c i t o s  t r a s  d i c h o  consumo [ 1 3 0 3 .  E s t a  a c u m u la 
c i ó n  h e p á t i c a  de p r o t e í n a s  p o d r í a  e x p l i c a r s e  por  t r e s  
m ecan ism os:  aumento  de l a  s í n t e s i s ,  d i s m in u c ió n  de l a  
d e g r a d a c i ó n ,  y d i s m i n u c i ó n  de l a  s e c r e c i ó n  [ 1 2 9 , 1 8 7 3 .

Con r e s p e c t o  a l  e f e c t o  de l  a lc o h o l  so b re  l a  s í n t e s i s  
de p r o t e í n a s ,  se han o b t e n i d o  r e s u l t a d o s  c o n t r a d i c t o r i  os 
[ 2 1 3 , 2 8 1 3 .  A s í ,  m i e n t r a s  que e l  e t a n o l  " i n  v i  t r o "  (en  
c o r t e s  de t e j i d o s ,  en h e p a t o c i t o s  o r  i bosomas a i s l a d o s ,  
e t c . )  p a r e c e  i n h i b i r  l a  s í n t e s i s  de p r o t e í n a s ,  s i n  em bar 
go l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en e s t u d i o s  " i n  v i v o "  son
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c o n t r a d i c t o r i o s ,  p u e s t o  que se ha e n c o n t r a d o  t a n t o  un 
aum ento ,  una d i s m i n u c i ó n  como n ing u n a  v a r i a c i ó n  en d i c h a  
s í n t e s i s .  E s t a s  ú l t i m a s  d i s c r e p a n c i a s  p o d r í a n  s e r  d e b id a s  
a l o s  d i f e r e n t e s  m odelos  y c o n d i c i o n e s  e x p e r i m e n t a l e s  
u t i l i z a d o s ,  t a l e s  como i n t o x i c a c i ó n  aguda o c r ó n i c a ,  
d o s i s  de e t a n o l ,  v i as  de a d m i n i s t r a c i ó n ,  e t c .  [ 1 8 7 , 2 8 1 1 .

I g u a l m e n t e ,  aunque tam bién  e x i s t e n  c i e r t a s  d i s c r e 
p a n c i a s  a c e r c a  de l  e f e c t o  del  e t a n o l  sob re  l a  d e g r a d a c i ó n  
de p r o t e í n a s  en l o s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  " in v i v o " ,  t r a b a 
j o s  r e c i e n t e s  i n d i c a n  que l a  a d m i n i s t r a c i ó n  t a n t o  aguda  
como c r ó n i c a  i n h i b e  l a  d e g r a d a c ió n  de p r o t e í n a s  por  l o s  
1 isosomas [ 1 8 7 3  . E s to s  t r a b a j o s  s u g i e r e n  que é s t e  p o d r í a  
s e r  uno de l o s  mecanismos i m p l i c a d o s  en l a  a c u m u la c ió n  de 
p r o t e í n a s  h e p á t i c a s .

Por o t r a  p a r t e ,  se ha p o s t u l a d o  que l a s  p r o t e í n a s  
acu m u lad as  son p r i n c i p a l m e n t e  g l i c o p r o t e í ñ a s  [ 2 5 8 , 2 6 4 1  y 
p r o t e í n a s  de s e c r e c i ó n  t a l e s  como a lb ú m in a  y t r a n s f e r r i n a  
[ 1 8 , 1 3 0 1 .  De hecho hay  d a t o s  e x p e r i m e n t a l e s  que demues
t r a n  que e l  e t a n o l  i n h i b e  e l  t r a n s p o r t e  de l a s  g l i c o p r o -  
t e í n a s  desde e l  a p a r a t o  de G o lg i  a l a  membrana p l a s m á t i c a  
y / o  l a  i n s e r c i ó n  de é s t a s  en d i c h a  membrana [ 2 5 8 1 .

S in  embargo hay que c o n s i d e r a r  que to d a s  e s t a s  e v i 
d e n c i a s  e x p e r i m e n t a l e s  se han r e a l i z a d o  en a n i m a l e s  a d u l 
t o s ,  no e x i s t i e n d o  e s t u d i o s  a c e r c a  del  e f e c t o  de l  a l c o h o l  
so b re  e l  m e t a b o l is m o  de l a s  p r o t e í n a s  en e l  h í g a d o  en 
d e s a r r o l l o .  A e s t e  r e s p e c t o  s ó l o  encontram o s  unos t r a b a 
j o s  de Rawat [ 1 9 7 , 2 0 0 1  que obs ervó  una i n h i b i c i ó n  en l a  
s í n t e s i s  de p r o t e í n a s  en r  i bosomas a i s l a d o s  de h íg a d o s  
f e t a l e s  y n e o n a t a l e s  de r a t a s  cuyas  madres consumían a l 
cohol  . E s t o s  r e s u l t a d o s  c o i n c i d e n  con d a t o s  o b t e n i d o s  en 
n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  donde enc ontra m o s  una i n h i b i c i ó n  de l  
3 8 /  en l a  s í n t e s i s  de p r o t e í n a s ,  m edida  m e d ia n t e  l a  un ió n  
de *®S-m et ion i  na a p r o t e í n a s  c i t o s ó l i c a s  en s o b r e n a d a n t e  
de homogenados de h í g a d o s  de f e t o s  e x p u e s to s  a l  a l c o h o l  
( r e s u l t a d o s  no p u b l i c a d o s ) .

R e s p e c to  a l o s  r e s u l t a d o s  que se o b t u v i e r o n  en 
h e p a t o c i t o s  a i s l a d o s  de f e t o s  e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l ,  t r a s  
l a  i n c o r p o r a c i ó n  de sH - l e u c i n a  se o b s e r v a r o n  dos e f e c t o s :
a )  una l i g e r a  d i s m in u c ió n  de d i c h a  i n c o r p o r a c i ó n ;  y b)  
una r e t e n c i ó n  de l a s  p r o t e í n a s  m arcad as  en l o s  h e p a t o c i 
t o s ,  que f u é  más e v i d e n t e  a l  f i n a l  del  t iem p o  de desmarca  
y t r a s  e l  p u l s o  de 60 min que t r a s  e l  de 5 m in .

La r e t e n c i ó n  de p r o t e í n a s  en l o s  h e p a t o c i t o s  de 
f e t o s  e x p u e s t o s  al  a l c o h o l  se c o r r o b o r ó  con e s t u d i o s  
a u t o r r a d  i o g r á f i  e o s , en l o s  que se observó  que l a s  p r o 
t e í n a s  m arc a d a s  con 3H - l e u c i n a  se acumulaban en e l  r e t í 
c u l o  e n d o p lá s m ic o  ru g o s o  <REr> ,  r e t r a s á n d o s e  su p r o c e s a 
m i e n t o  h a c i a  e l  a p a r a t o  de G o l g i .  E s to s  d a t o s  p a r e c e n
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i n d i c a r  que d i c h a  a c u m u la c ió n  de p r o t e í n a s  es d e b id a  a 
una a l t e r a c i ó n  en e l  p r o c e s a m ie n to  de é s t a s  desde su 
l u g a r  de s í n t e s i s  h a s t a  su d e s t i n o .

De hecho uno de l o s  o r g á n u lo s  im p l ic a d o s  en e l  p r o 
c e s a m ie n t o  de p r o t e í n a s  y su g l i c o s i 1a c i ó n , es  e l  a p a r a t o  
de G o l g i .  E s t u d i o s  m o r f o l ó g i c o s  y  c i t o q u í m i c o s  en n u e s t r o  
l a b o r a t o r i o  h a b ía n  d em o s trad o  que e s t e  o r g á n u l o  c e l u l a r  
es e l  más g r a v e m e n te  a f e c t a d o  en h íg a d o s  de f e t o s  exp ues
t o s  a l  a l c o h o l  [ 2 0 1 - 2 0 3 3 .  Por e s t a  raz ó n  d e c id im o s  e s t u 
d i a r  e l  p r o c e s o  de g l i c o s i 1a c ió n  de p r o t e í n a s  con más 
p r o f u n d i d a d ,  t r a t a n d o  de i n v e s t i g a r  a lg u n o s  de l o s  pasos  
que i n t e r v i e n e n  en e s t e  p r o c e s o .

P a r a  e l l o  incubamos l o s  h e p a t o c i t o s  con dos a z ú c a r e s  
p r e c u r s o r e s :  l a  mañosa,  que se i n c o r p o r a  a l a  cadena  
p o l i p e p t í d i c a  a l  i n i c i o  de d i c h o  p r o c e s o ,  en e l  R E r , y l a  
g a l a c t o s a  que se i n c o r p o r a  p o s t e r i o r m e n t e , en e l  a p a r a t o  
de G o lg i  C 2123 .  Los r e s u l t a d o s  a u t o r r a d i o g r á f i  eos  que se 
o b t u v i e r o n  t r a s  l a  i n c o r p o r a c i ó n  de mañosa en h e p a t o c i t o s  
c o n t r o l e s  m o s t r a r o n  que l a s  m arcas  se l o c a l i z a b a n  
i n i c i a l m e n t e  en e l  R E r ,  d is m in u y e n d o  p r o g r e s  ivam ente  con 
e l  t ie m p o  a l a  vez que iban aumentando sob re  e l  a p a r a t o  
de G o l g i .  P o s t e r i o r m e n t e  é s t a s  d is m in u y e r o n  en d ic h o  
o r g á n u l o ,  a p a r e c i e n d o  a 1 as  3 h de desmarca en l a  
membrana p l a s m á t i c a .  S in  embargo ,  t r a s  l a  i n c o r p o r a c i ó n  
de g a l a c t o s a ,  se o b s e rv ó  i n i c i a l m e n t e  una g ran  a b u n d a n c ia  
de g r a n o s  en e l  a p a r a t o  de G o l g i ,  d ism in u yen d o  é s t a s  con 
e l  t ie m p o  y a p a r e c i e n d o  a l a s  3 h ,  igu a l  que o c u r r í a  con 
l a  m añosa,  en l a  membrana p l a s m á t i c a .  E s to s  r e s u l t a d o s  
c o i n c i d e n  con l o s  p u b l i c a d o s  por  o t r o s  a u t o r e s ,  t r a s  
i n c o r p o r a r  ambos a z ú c a r e s  en d i f e r e n t e s  t i p o s  de c é l u l a s  
s e c r e t o r a s ,  como l o s  h e p a t o c i t o s  y l a s  c é l u l a s  t i r o i d e a s  
C 2 1 2 , 2 7 7 3 .

Cuando se r e a l i z ó  l a  i n c o r p o r a c i ó n  de d i c h o s  a z ú c a 
r e s  en l o s  h e p a t o c i t o s  de f e t o s  e x p u e s to s  al  a l c o h o l ,  se 
o b s e r v ó  un r e t r a s o  en l a  d e s a p a r i c i ó n  de l a s  m a rc a s ,  
t a n t o  s o b re  e l  REr como so b re  e l  a p a r a t o  de G o l g i ,  j u n t o  
con una menor a p a r i c i ó n  de l  número de é s t a s  sobre  l a  mem
b r a n a  p l a s m á t i c a  a l  f i n a l  de l  t iem p o  de des m a rca .  D ic h a  
a c u m u la c ió n  de g l i c o p r o t e í ñ a s  m arcadas en e l  a p a r a t o  de 
G o lg i  s u g i e r e  que e l  p r o c e s o  de g l i  eos i 1a c i ó n  p o d r í a  
e s t a r  a l t e r a d o  d u r a n t e  e l  paso de é s t a s  a t r a v é s  del  ap a 
r a t o  de G o l g i .  V a r i a s  p o s i b i l i d a d e s  p o d r í a n  e x p l i c a r  e s t e  
e f e c t o :

a> El e t a n o l  puede a l  t e r a r  l a  a c t i v i d a d  de a lg u n a s  
e n z im a s  i m p l i c a d a s  en l a  g l i c o s i 1a c i ó n . De hecho  
hemos p o d id o  o b s e r v a r  en é s t e  y o t r o s  t r a b a j o s  
p r e v i o s  [ 2 0 3 ]  que l a  e x p o s i c i ó n  p r e n a t a l  a l  e t a n o l  
d is m in u y e  l a  a c t i v i d a d  c i t o q u í m i c a  de v a r i a s  en z im as  
i m p l i c a d a s  en e s t e  p r o c e s o ,  t a l  como l a  UDPasa.



126

Además, e s t u d i o s  l l e v a d o s  a cabo en a n i m a l e s  a d u l t o s  
i n d ic a n  que l a  i n t o x i c a c i ó n  por  e t a n o l  es  capaz  de 
a - fe c ta r  l o s  p r i m e r o s  pasos de l a  gl  i eos i 1 ac i ón t e r m i 
nal  de l a s  g l i c o p r o t e í ñ a s  [ 5 9 , 6 0 1 .

b)  Se ha s u g e r i d o  que l a  s a l i d a  de g l i c o p r o t e í ñ a s  desde  
l a  zona " t r a n s "  de l  a p a r a t o  de G o lg i  h a s t a  su d e s t i n o  
■final i m p l i c a  e l  r e c o n o c i m i e n t o  de c i e r t a s  s e f í a le s  
e s p e c í f i c a s  en e s t a s  g l i c o p r o t e í ñ a s ,  m e d ia n t e  un 
s is t e m a  r e c e p t o r ,  y su t r a n s p o r t e  h a s t a  su d e s t i n o  
m e d ia n te  v e s í c u l a s  p o s t - G o l g i  [ 2 1 1 .  Es p o s i b l e  que e l  
e t a n o l  a l t e r e  b i e n  l a  e s t r u c t u r a  de l a s  g l i c o p r o t e í -  
nas o b i e n  su g l i  eos  i 1a c i ó n  y ,  por  t a n t o ,  no puedan  
s e r  r e c o n o c i d a s  por  e l  s i s t e m a  m e nc iona do .

E s t a s  p o s i b i l i d a d e s  no e x c l u y e n  que e l  e t a n o l  a l t e r e  
i g u a lm e n te  e l  f l u j o  de t r a n s p o r t e  de l a s  v e s í c u l a s  p o s t -  
Gol gi  h a s t a  su l u g a r  de d e s t i n o ,  p . e .  l a  membrana p la s m á 
t i c a .  De hecho hemos o b s e r v a d o  una d i s m in u c ió n  de l a s  
m arcas  a s o c ia d a s  a l a  membrana p l a s m á t i c a  de h e p a t o c i t o s  
t r a t a d o s  con a l c o h o l .  En e s t e  s e n t i d o ,  Turna y c o i s .  [2583  
o b s e r v a r o n  que l a  a d m i n i s t r a c i ó n  de a l c o h o l  a a n i m a l e s  
a d u l t o s  i n t e r f i e r e  con l a  g l i c o s i 1a c ió n  de p r o t e í n a s ,  
a l t e r a n d o  e l  f l u j o  de l a s  v e s í c u l a s  desde e l  a p a r a t o  de 
G olg i  a l a  membrana p l a s m á t i c a ,  acumulándose é s t a s  en e l  
c i t o s o l  de l o s  h e p a t o c i t o s .

En resum en,  n u e s t r o s  r e s u l t a d o s  p a re c e n  i n d i c a r  que 
l a  e x p o s i c i ó n  p r e n a t a l  a l  a l c o h o l  i n h i b e  l a  s í n t e s i s  
h e p á t i c a  de p r o t e í n a s ,  a l t e r a n d o  e l  p r o c e s o  de g l i c o s i l a -  
c i ó n  y de t r a n s p o r t e  de é s t a s ,  aunque e l  c o n t e n i d o  t o t a l  
de p r o t e í n a s  en e s t o s  h e p a t o c i t o s  p a r e c e  no a l t e r a r s e  
C 2243 .

El m e c a n ism o (s )  por  e l  que e l  a l c o h o l  i n h i b e  l a
s í n t e s i s  de p r o t e í n a s  en e s t o s  h e p a t o c i t o s  se d e s c o n o c e .  
S in  embargo,  basándose en e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  en a n i m a l e s  
a d u l t o s ,  se han p o s t u l a d o  a l g u n a s  h i p ó t e s i s  que p o d r í a n  
e x p l i c a r  d i c h o  e f e c t o :

12)  El e t a n o l  a l t e r a  l a  s í n t e s i s  de p r o t e í n a s  m e d i a n t e
un aumento del  c o c i e n t e  NADH/NAD"* que se p rodu ce  
como c o n s e c u e n c ia  de su m e ta b o l  ismo ( p o r  l a s  e n z im a s  
ADH y ALDH) C1293 .  Al a u m en ta r  d i c h o  c o c i e n t e  se 
produce  una d i s m i n u c i ó n  en l a  r e l a c i ó n  ATP/ADP  
[ 1 1 8 3 ,  dando l u g a r  a una a l t e r a c i ó n  en e l  e q u i l i b r i o  
de n u c l e ó t i d o s  y en l o s  p r o c e s o s  de i n i c i a c i ó n  y
e l o n g a c i ó n  de l a s  cad e n a s  pol i p e p t í d i  cas  [ 2 8 1 3 ,  p r o 
d u c ie n d o  por  t a n t o  una d i s m i n u c i ó n  o una i n h i b i c i ó n  
de l a  s í n t e s i s  p r o t e i c a .  S in  embargo,  es  muy poco  
p r o b a b l e  que e s t e  mecanismo s e a  r e l e v a n t e  en e l  f e t o  
ya qu e ,  aunque e s t á  e x p u e s t o  a l a s  mismas c o n c e n t r a 
c i o n e s  de a l c o h o l  que l a  madre [ 7 , 7 7 , 2 1 9 3  , l o s  n i  v e 
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l e s  de ADH y ALDH en e l  h íg a d o  - fe ta l  son cas i  i n d e -  
t e c t a b l e s  C 1 81 ,2 2 0 1  .

22 )  O t r a  h i p ó t e s i s  p o s t u l a d a  es  que e l  a l c o h o l ,  a t r a v é s  
de mod i -f i cae i ones h o r m o n a le s ,  a l t e r a  i n d i r e c t a m e n t e  
l a  s í n t e s i s  de p r o t e í n a s  en e l  h í g a d o .  Se sabe que 
d i c h a  s í n t e s i s  e s t á  i n - f l u i d a  por  l o s  n i v e l e s  de 
c i e r t a s  hormonas t a l e s  como g lu c a g ó n ,  i n s u l i n a ,  h o r 
mona del  c r e c i m i e n t o ,  t i r o x i n a ,  c o r t i c o i d e s ,  e t c .  
[ 2 8 1 3 .  Por t a n t o ,  p u e s to  que en a n i m a l e s  p r e n a t a l 
mente e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  se han e n c o n t r a d o  a l t e r a -  
c i o n e s  en l o s  n i v e l e s  de v a r i a s  hormonas [ 5 7 , 8 2 , 1 8 5 ,  
1 8 0 , 2 5 3 3 ,  es  p r o b a b l e  que e s t e  mecanismo i n d i r e c t o  
pueda e s t a r  i m p l i c a d o  y s e r ,  a l  menos en p a r t e ,  r e s 
p o n s a b le  de l a s  a l t e r a c i o n e s  e n c o n t r a d a s  en e l  
m e ta b o l is m o  p r o t e i c o  de l o s  h e p a t o c i t o s  de e s t o s  
an imal e s .

3 2 )  El e s t a d o  n u t r i t i v o  de l  a n i m a l ,  y por  t a n t o  l a s  
v a r i a c i o n e s  en l o s  n i v e l e s  de c i e r t o s  m e t a b o l i t o s  
t a l e s  como l a  g l u c o s a ,  c i e r t o s  a m in o á c id o s  o s u s t a n 
c i a s  o x i d a b l e s ,  pueden i n f l u i r  sobre  l a  s í n t e s i s  
p r o t e i c a  [ 1 7 3 , 2 7 0 3 .  De hecho se ha d e s c r i t o  que e l  
consumo m a te r n o  de a l c o h o l  a l t e r a  e l  t r a n s p o r t e  p l a -  
c e n t a r i o  de g l u c o s a ,  a m i n o á c i d o s ,  a s í  como de o t r a s  
s u s t a n c i a s  [ 6 2 , 2 3 6 3 ;  a s í ,  aunque l a  i n g e s t a  n u t r i 
t i v a  y e n e r g é t i c a  sea  ig u a l  en l a  madre a l c o h ó l i c a  
que en l a  c o n t r o l  " p a i r  f  ed" , no podemos a s e g u r a r  
que e l  a p o r t e  de d i c h o s  s u s t r a t o s  sea ig u a l  en sus  
r e s p e c t i v o s  f e t o s ,  y por  t a n t o  es  p o s i b l e  que l a  
menor d i s p o n i b i l i d a d  de m e t a b o l i t o s  sea  un - f a c to r  
l i m i t a n t e  en l a  s í n t e s i s  de p r o t e í n a s  en l o s  - f e t o s .

4 2 )  Por ú l t i m o  se ha p o s t u l a d o  que l a  r e d u c c ió n  en l a  
s e c r e c i ó n  p o d r í a  o c a s i o n a r  una i n h i b i c i ó n  s e c u n d a r i a  
en l a  s í n t e s i s  de p r o t e í n a s  [ 2 8 1 3 .  E s te  mecanismo  
tam bién  p o d r í a  e s t a r  i m p l i c a d o  en n u e s t r o  caso  ya  
que observamos una a c u m u la c ió n  de p r o t e í n a s  y g l i c o -  
p r o t e í n a s  en e l  a p a r a t o  de G o l g i .

F i n a l m e n t e ,  aunque no e s t á  e s c l a r e c i d o  s i  e l  e t a n o l  
a c t ú a  d i r e c t a  o i n d i r e c t a m e n t e  i n h i b i e n d o  l a  s í n t e s i s  de 
p r o t e í n a s  en e l  h í g a d o ,  s i n  embargo tam b ién  se ha encon
t r a d o  d i c h a  i n h i b i c i ó n  en o t r o s  ó rg a n o s  [ 1 9 6 , 2 0 0 3 ,  p u -  
d i e n d o  s e r  é s t e  uno de l o s  mecanismo im p l i c a d o s  en e l  r e 
t r a s o  de l  d e s a r r o l l o  que se o b s e r v a  t a n t o  en a n i m a l e s  
como en n i f ío s  p r e n a t a l m e n t e  e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l .



128

1 . 3 .  SUBPOBLACIONES DE HEPATOCITOS.

Aunque e x i s t e  l a  c r e e n c i a  de que e l  t e j i d o  h e p á t i c o  
es  homogéneo, ya  en 1954 R a p p ap o r t  p ropuso  e l  a c i n o  hep á
t i c o  como u n id a d  - fun c io na l  de d ic h o  p a r é n q u im a ,  d i v i d i é n 
d o l o  en 3 zonas  d i f e r e n t e s  de a c u e rd o  con l a  p r o x i m id a d  
de l o s  h e p a t o c i t o s  a l a  v é n u l a  p o r t a  t e r m i n a l ,  y por  
t a n t o  con e l  mayor o menor a p o r t e  s a n g u ín e o  de o x í g e n o ,  
s u s t r a t o s  y hormonas C1953.  La zona 1 ó p e r i p o r t a l  <PP)  
c o r r e s p o n d e  a l o s  h e p a t o c i t o s  que rodean  l a  v é n u la  p o r t a  
t e r m i n a l ;  en e s t a  zona  t i e n e  l u g a r  p r e f e r e n t e m e n t e  e l  
m e t a b o l i s m o  e n e r g é t i c o  o x i d a t i v o ,  F - o x i d a c i ó n ,  c a t a b o 
l i s m o  de a m in o á c id o s ,  u r e a g é n e s i s  a p a r t i r  de a m i n o á c i 
d o s ,  g l u c o n e o g é n e s i s ,  e t c .  La zona 3 ó p e r i v e n o s a  <PV) 
c o r r e s p o n d e  a l o s  h e p a t o c i t o s  que e s t á n  más a l e j a d o s  de 
l a  v é n u l a  p o r t a  y que ro d ea n  l a  v é n u l a  h e p á t i c a ;  en e s t a  
zona  t i e n e  l u g a r  con p r e f e r e n c i a  l a  g l u c o l i s i s ,  l i p o n e o -  
g é n e s i s ,  u r e a g é n e s i s  a p a r t i r  de am on io ,  b i o t r a n s f o r m a -  
c i ó n  de d r o g a s ,  e t c .  [ 1 0 8 3 .  La zona 2 ó i n t e r m e d i a  
c o r r e s p o n d e  a l o s  h e p a t o c i t o s  l o c a l i z a d o s  e n t r e  l a s  zonas  
1 y 3 .

En l o s  ú l t i m o s  afios se han r e a l i z a d o  muchos e s f u e r 
zos  p a r a  d e s a r r o l l a r  nuevos p r o c e d i m i e n t o s  que p e r m i t a n  
s e p a r a r  l o s  h e p a t o c i t o s  en d i f e r e n t e s  s u b p o b l a c i o n e s .  
E s t o s  p r o c e d i m i e n t o s  se basan p r i n c i p a l m e n t e  en l a s  d i 
f e r e n c i a s  de d e n s id a d  y tamafio que p r e s e n t a n  l a s  c é l u l a s  
de l a s  d i f e r e n t e s  zonas  de l  a c i n o  h e p á t i c o .  Las  v e n t a j a s  
e i n c o n v e n i e n t e s  de cada  uno de e s t o s  m étodos de s e p a r a 
c i ó n  han s i d o  d i s c u t i d a s  en a l g u n a s  r e v i s i o n e s  [ 1 3 6 3 .  S in  
embargo hay  que d e s t a c a r  que todos  e s t o s  p r o c e d i m i e n t o s  
se han r e a l i z a d o  en h íg a d o  de a n i m a l e s  a d u l t o s ,  por  l o  
que no e x i s t e  en l a  a c t u a l i d a d  un e s t u d i o  d e t a l l a d o  de 
l a s  c a r a c t e r í s t i  cas  m o r f o l ó g i c a s  y f u n c i o n a l e s  de l a s  d i 
v e r s a s  s u b p o b l a c i o n e s  de h e p a t o c i t o s  d u r a n t e  e l  d e s a r r o -  
11o de l  h í g a d o .

En e s t e  e s t u d i o  n o s o t r o s  hemos d e s a r r o l l a d o  un p r o 
c e d i m i e n t o  que nos ha p e r m i t i d o  s e p a r a r  l o s  h e p a t o c i t o s  
de l a s  d i f e r e n t e s  zonas  de l  a c i n o  h e p á t i c o  de r a t a s  neo
n a t a l e s ,  y c a r á c t e r  i z a r  1 as  por  m étodos b i o q u í m i c o s ,  mor
f o l ó g i c o s  y c i t o f 1u o r i m é t r i  eos s i m u l t á n e a m e n t e .

U t i l i z a m o s  h íg a d o s  de r a t a s  de 12 d í a s  ya  que h a s t a  
l a  2 § semana de v i d a  p o s t n a t a l  en l a  r a t a ,  l o s  h e p a t o c i 
t o s  no a d q u i e r e n  una h e t e r o g e n e i d a d  m e t a b ó l i c a  [ 1 0 9 , 1 1 1 3 .  
Hay que s e f i a l a r  qu e ,  p u e s to  que e x i s t e n  pocos d a t o s  r e 
f e r e n t e s  a l a s  c a r a c t e r í s t i  cas  b i o q u í m i c a s  y u l t r a e s t r u c -  
t u r a l e s  de l a s  d i f e r e n t e s  p o b l a c i o n e s  de h e p a t o c i t o s  de 
r a t a s  n e o n a t a l e s ,  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en e s t e  e s t u 
d i o  se com pararán  con l o s  de h íg a d o s  de r a t a s  a d u l t a s  
C 1 0 8 , 1 4 2 , l ó 4 3 .  De hecho se ha dem o s trad o  que l a s  d i f e r e n 
t e s  c a r a c t e r í s t i c a s  u 1 t r a e s t r u c t u r a l  es  de l a s  c é l u l a s  PV
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y PP se m a n t i e n e n ,  a l  menos, d u r a n t e  e l  p r i m e r  afío de 
v i d a  en l a  r a t a  [ 1 1 0 , 1 5 6 , 2 2 8 , 2 4 6 ] .

La s e p a r a c i ó n  de l a s  d i f e r e n t e s  subpobl ac i ones de 
h e p a t o c i t o s ,  que se r e a l i z ó  m e d ia n t e  un g r a d i e n t e  d i s c o n 
t i n u o  de d e n s i d a d ,  di  6 l u g a r  a l a  o b t e n c ió n  de 6  f r a c c i o 
nes c e l u l a r e s .  En to d a s  e s t a s  f r a c c i o n e s ,  l o s  r e s u l t a d o s  
o b t e n i d o s  por  l o s  d i f e r e n t e s  métodos u t i l i z a d o s  m o s t r a r o n  
que l a s  c é l u l a s  de l a s  f r a c c i o n e s  F2 y F6  r e a l m e n t e  
c o n s t i t u í a n  d i f e r e n t e s  p o b l a c i o n e s  de h e p a t o c i t o s .

R e s p e c to  a l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i m á t i c a s  e n s a y a d a s ,  
hay que s e f i a l a r  que e l  c o n t e n i d o  e n z i m á t i c o  de l o s  hep a
t o c i t o s  e s t á  d i s t r i b u i d o  según un g r a d i e n t e  a l o  l a r g o  
del  a c i n o  h e p á t i c o ,  no e x i s t i e n d o  una l o c a l i z a c i ó n  e x c l u 
s i v a  en una de sus z o n a s .  A s í ,  se ha d e s c r i t o  que l a  a c 
t i v i d a d  a l a n  i na a m i n o t r a n s f e r a s a  ( A L A T ) , enz im a  que i n 
t e r v i e n e  en e l  c a t a b o l i s m o  de l o s  a m in o á c id o s ,  se l o c a 
l i z a  p re d o m in a n te m e n te  en l a  zona  PP [ 1 6 4 , 2 3 3 ] ;  s i n  em
b a r g o ,  l a  g l u t á m i c o  d e s h id r o g e n a s a  <GDH>, que i n t r v i e n e  
en l a  d e t o x i f i  cae ión de n i t r ó g e n o ,  t i e n e  una a c t i v i d a d  
máxima en l o s  h e p a t o c i t o s  de l a  zona PV [ 1 6 4 , 2 3 3 ] .  
N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  c o i n c i d e n  con e s t o s  d a t o s  ya que tam
b i é n  en c o n t ra m o s  un g r a d i e n t e  de a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  a 
l o  l a r g o  de l a s  d i f e r e n t e s  f r a c c i o n e s  c e l u l a r e s ,  que v a 
r í a  de unas e n z im as  a o t r a s ,  s i e n d o  l a  a c t i v i d a d  máxima  
de l a  ALAT en l a s  c é l u l a s  F6 , m i e n t r a s  que l a  GDH l o  f u é  
en F 2 .  A s im is m o ,  l a  r e l a c i ó n  de d i c h a s  a c t i v i d a d e s  e n t r e  
l o s  h e p a t o c i t o s  F6  y F2 ( T a b l a  6 ) tam bién  c o i n c i d i ó  con 
l o s  d a t o s  p u b l i c a d o s  por  o t r o s  a u t o r e s  en r a t a s  a d u l t a s  
[ 2 2 , 1 3 8 ] .  E s to s  r e s u l t a d o s  s u g i e r e n  i n i c i a l m e n t e  que l a s  
f r a c c i o n e s  F2 y F6 c o n t i e n e n  p r i n c i p a l m e n t e  h e p a t o c i t o s  
de l a s  z o n a s  PV y PP, r e s p e c t i v a m e n t e .

Hay que d e s t a c a r  que aunque se ensayó l a  a c t i v i d a d  
de o t r a s  e n z i m a s ,  l a  l á c t i c o  d e s h id r o g e n a s a  (LDH) y l a  
p i r u v a t o  k i  nasa  ( P K ) ,  que ig u a lm e n te  son m a rc a d o ra s  de 
l a s  z o n a s  PP y PV, r e s p e c t i v a m e n t e  [ 7 5 , 1 6 4 , 2 3 3 ] ,  no 
e n c o n t ra m o s  s i n  embargo d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  e n t r e  
l a s  d i f e r e n t e s  f r a c c i o n e s  c e l u l a r e s  o b t e n i d a s .  E s t a  homo
g e n e id a d  de a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  p r o b a b le m e n te  se deba a 
q u e ,  aunque l a  h e t e r o g e n e i d a d  de l o s  h e p a t o c i t o s  a p a re c e  
de una m anera  p r o g r e s i v a  y ya  es m a n i f i e s t a  a l o s  12  d í a s  
de edad p o s t n a t a l  en l a  r a t a ,  é s t a  no sea  s i m u l t á n e a  p a r a  
t o d a s  l a s  e n z im a s  que c o n t i e n e n  l o s  h e p a t o c i t o s  [ 1 2 ] .

De hecho ambas en z im a s  s u f r e n  n o t a b l e s  cam bios  
d u r a n t e  l a  l a c t a n c i a  [ 4 2 ] .  A s í ,  l a  LDH, que i n t e r v i e n e  en 
l a  g l u c o n e o g é n e s i s , aumenta  c o n s id e r a b l e m e n t e  d u r a n t e  
e s t a  f a s e ,  d is m in u y e n d o  p o s t e r i o r m e n t e  h a s t a  a l c a n z a r  l o s  
v a l o r e s  de l  a d u l t o  en l a  f a s e  de d e s t e t e .  C o n t r a r i  amen te  
o c u r r e  con l a  PK, enz im a  g l u c o l í t i c a ,  cuya a c t i v i d a d  es  
muy e l e v a d a  en l a  f a s e  f e t a l  y d is m in u y e  p r o g r e s  ivam ente
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en l a  -fase de l a c t a n c i a  (ambas en z im a s  se m i d i e r o n  en 
homogenados de h íg a d o s  en d e s a r r o l l o ;  d a t o s  no p r e s e n t a 
d o s ) .  E s t a s  a d a p t a c i o n e s  - f i s i o l ó g i c a s  de l a s  en z im as  que 
i n t e r v i e n e n  en l a  g l u c o n e o g é n e s is  y g l u c o l i s i s  p o s i b l e 
mente  sean l a  causa  de l a  a u s e n c i a  de su l o c a l i z a c i ó n  
p r e f e r e n t e  en una zona  d e t e r m in a d a  del  a c i n o  h e p á t i c o  a 
l o s  12  d í a s  de edad en l a  r a t a .

Con r e s p e c t o  a l a s  en z im as  que m e t a b o l i z a n  el  e t a n o l  
hay que s e f í a l a r  que l o s  t r a b a j o s  r e a l i z a d o s  p a r a  d e t e r 
m in a r  su l o c a l i z a c i ó n  en e l  a c i n o  h e p á t i c o  son e s c a s o s  y 
a v e c e s  c o n t r a d i c t o r i o s .  N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  dem uestran  
que t a n t o  l a  a l c o h o l  d e s h id r o g e n a s a  (ADH) como l a  a l d e h i 
do d e s h i d r o g e n a s a  (ALDH) de a l t a  y b a j a  Km p r e s e n t a n  una  
l o c a l i z a c i ó n  s i m i l a r  a l a  GDH, l o  que s u g i e r e  q u e ,  a l  
menos en r a t a s  n e o n a t a s ,  son en z im as  p re d o m in a n te m e n te  
p e r  i v e n o s a s .

E s t o s  r e s u l t a d o s  son c o h e r e n t e s  con l o s  p u b l i c a d o s  
por  o t r o s  a u t o r e s ,  dem ostrando  que l a s  enz im as  que c a t a 
l i z a n  l a  b i o t r a n s f o r m a c i ó n  de d ro g a s  se l o c a l i z a n  con 
p r e f e r e n c i a  en l a  zona  PV [ 1 0 8 , 2 7 1 ] .  As im ism o,  c o i n c i d e n  
con l o s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  por  M o r r i s o n  y Brock [ 1 6 3 ]  en 
h í g a d o s  humanos y de r a t a  a d u l t o s  so b re  l a  l o c a l i z a c i ó n  
de l a  ADH, y por  L i n d a h l  y c o i s .  [ 1 3 5 ]  sobre  l a  ALDH. S in  
embargo o t r o s  a u t o r e s  no han e n c o n t r a d o  d i f e r e n c i a s  
s i g n i f i c a t i v a s  en l a  d i s t r i b u c i ó n  i n t r a a c i n a r  de l a  ALDH 
en e l  a n im a l  a d u l t o  [ 2 2 , 2 6 0 ] .

Por  o t r a  p a r t e ,  r e s u l t a d o s  u 1 t r a e s t r u c t u r a l e s  i g u a l 
m ente  d e m u e s t ra n  que e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  
e n t r e  l o s  h e p a t o c i t o s  F2 y F 6 , l o  que c o n f i r m a  que e x i s 
ten  dos p o b l a c i o n e s  d i f e r e n t e s .  A s í ,  encon tram o s  que el  
volumen c e l u l a r ,  según l o s  d a t o s  t a n t o  e s t e r e o l ó g i  eos  
como c i t o f 1u o r i m é t r i  e o s ,  m ostró  un aumento p r o g r e s i v o  de 
l a  F2 a l a  F6 , s i e n d o  l a  m ed ia  de e s t o s  v a l o r e s  s e m e ja n t e
a l a  p u b l i c a d a  p a r a  r a t a s  de 12 d í a s  [ 7 4 ] .  S in  embargo
hay  que d e s t a c a r  que a lg u n o s  t r a b a j o s  r e a l i z a d o s  en r a t a s  
a d u l t a s  no e n c o n t r a r o n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  en el  
tamafio hepa toe i t a r  i o de l a s  d i f e r e n t e s  subpobl ac i ones  
[ 8 7 , 1 4 2 ] .

Los d a t o s  e s t e r e o l ó g i  eos r e f e r e n t e s  a l o s  d i f e r e n t e s  
o r g á n u l o s  c e l u l a r e s  m o s t r a r o n  que l o s  h e p a t o c i t o s  F6  e r a n  
más r i c o s  en e l  r e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  rugoso  ( R E r ) ,  
p e r o x is o m a s  y g lu c ó g e n o ,  e l  cua l  se d i s t r i b u í a  en g r a n d e s  
a g r e g a d o s ;  a l a  vez e l  a p a r a t o  de G o lg i  e s t a b a  más d e s a 
r r o l l a d o  y t a n t o  l a  d e n s id a d  de volumen m i t o c o n d r i a l  como
su volumen a b s o l u t o  e r a  mayor que en l a s  c é l u l a s  F 2 .  
E s t o s  d a t o s  c o i n c i d e n  con e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  " in s i  t u " ,  
donde se ha e n c o n t r a d o  una l o c a l i z a c i ó n  p r e f e r e n t e  de l o s  
com ponentes  c e l u l a r e s  m enc ionados  en l o s  h e p a t o c i t o s  
p e r i p o r t a l e s  [ 1 0 8 , 1 1 0 , 1 4 2 , 1 5 6 , 2 2 8 ] .  El mayor d e s a r r o l l o
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del  a p a r a t o  de G o lg i  a s í  como del  volumen m i t o c o n d r i a l  en 
e s t a  zona  se ha a s o c ia d o  a una p r e d o m in a n c ia  de l a s  f u n 
c i o n e s  que r e a l i z a n ,  t a l e s  como l a  f o r m a c ió n  de b i l i s  y 
e l  m e t a b o l is m o  e n e r g é t i c o  o x i d a t i v o ,  r e s p e c t i v a m e n t e  
[ 1 0 8 1 .

Por  o t r a  p a r t e  l a s  c é l u l a s  F2 p r e s e n t a r o n  una mayor  
d e n s id a d  de volumen l i s o s o m a l ,  j u n t o  con una d i s p e r s i ó n  
d e l  g lu c ó g e n o  (e n  r o s e t a s  a i s l a d a s )  que e s t a b a  f r e c u e n t e 
m ente  a s o c ia d o  con e l  r e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  l i s o  <RE1) ,  
e l  c u a l  e r a  más abu ndante  en e s t a  f r a c c i ó n .  E s t o s  r e s u l 
t a d o s  ig u a lm e n t e  c o i n c i d e n  con l o s  p u b l i c a d o s  en e l  h í 
gado Min  s i  t u ” p a r a  l a  zona p e r  i venosa [ 1 0 8 , 1 4 2 3  , a s o 
c i á n d o s e  l a  mayor a b u n d a n c ia  de REI en e s t a s  c é l u l a s ,  a 
l a  p r e f e r e n t e  l o c a l i z a c i ó n  que t i e n e n  a l g u n a s  e n z im a s  
r e l a c i o n a d a s  con l a  b i o t r a n s f o r m a c i ó n  de x e n o b i ó t i  e o s , 
t a l e s  como e l  c o m p le jo  P -4 5 0  [ 7 1 , 1 0 8 3 .

En resum en ,  t a n t o  l o s  r e s u l t a d o s  b i o q u í m i c o s  como 
l o s  e s t e r e o l ó g i e o s  o b t e n i d o s  de l a s  d i f e r e n t e s  s u b p o b l a -  
c i o n e s ,  s u g i e r e n  que l a  f r a c c i ó n  F2 c o n t i e n e  p r i n c i p a l 
mente  h e p a t o c i t o s  de l a  zona PV, m i e n t r a s  que l o s  de F6 
son PP.  Las  f r a c c i o n e s  F 3 ,  F4 y F5 c o r r e s p o n d e n  a h e p a t o 
c i t o s  de l a  zona i n t e r m e d i a .  Además, hay que d e s t a c a r  que 
l o s  d a t o s  o b t e n i d o s  de l a  d i s t r i b u c i ó n  t a n t o  de o r g á n u l o s  
c e l u l a r e s  como de l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i m á t i c a s  en l a s  
d i f e r e n t e s  s u b p o b l a c i o n e s  de h e p a t o c i t o s ,  c o n cu erd an  con 
l a s  f u n c i o n e s  e s p e c í f i c a s  o p r e d o m in a n te s  a s i g n a d a s  a l a s  
c é l u l a s  de l a s  r e g i o n e s  PP y PV [ 8 6 , 1 0 9 3 .

1 . 4 .  SUBPOBLACIONES HEPATOCITARIAS OBTENIDAS DE RATAS
EXPUESTAS AL ALCOHOL.

Aunque se desconoce e l  mecanismo p o r  e l  cu a l  e l  con
sumo c r ó n i c o  de a l c o h o l  produce a l t e r a c i o n e s  h e p á t i c a s ,  
hay  d a t o s  que in d ic a n  que d i c h a s  l e s i o n e s  se i n i c i a n  en 
l o s  h e p a t o c i t o s  de l a  zona  c e n t r i  1o b u l i  11a r  o PV [ 1 0 2 ,  
1 6 6 , 1 8 4 3 .  Por e s t a  r a z ó n  n o s o t r o s  i n i c i a m o s  e l  p r e s e n t e  
t r a b a j o ,  p a r a  e s t u d i a r  s i  h a b í a  una a f e c t a c i ó n  s e l e c t i v a  
en l o s  h e p a t o c i t o s  de l a s  d i f e r e n t e s  z o n a s  de l  a c i n o ,  en 
h í g a d o s  de r a t a s  p r e n a t a l m e n t e  e x p u e s t a s  a l  a l c o h o l ,  ya  
que hab íam os  o b s e rv a d o  que en d i c h a s  r a t a s  se p r o d u c ía n  
unas  a l t e r a c i o n e s  h e p á t i c a s  s i m i l a r e s  a 1 as  que a p a re c e n  
t r a s  e l  consumo c r ó n i c o  de a l c o h o l  [ 2 0 1 - 2 0 3 3 .

S i n  embargo,  uno de l o s  m ayores  i n c o n v e n i e n t e s  de l  
e s t u d i o  de d i f e r e n t e s  s u b p o b l a c i o n e s  h e p a t o c i t a r i  as  es  
que l o s  m étodos  u t i l i z a d o s  p a r a  su s e p a r a c i ó n  ( i n c l u y e n d o  
e l  de c e n t r i f u g a c i ó n  de c é l u l a s  a i s l a d a s  en un g r a d i e n t e  
de d e n s i d a d ,  u t i l i z a d o  por  n o s o t r o s ) ,  no g a r a n t i z a n  que 
l a s  c é l u l a s  que sed im enta n  a una d e t e r m i n a d a  d e n s i d a d ,
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p r o c e d e n t e s  de a n i m a l e s  e x p u e s t o s  a una d r o g a ,  se c o r r e s -  
pondan con l a s  de a n i m a l e s  c o n t r o l e s  [ 8 7 , 1 3 6 3 .

De hecho en n u e s t r o  caso  l a s  " c é l u l a s  densas"  que 
a p a r e c i e r o n  en h í g a d o s  de r a t a s  e x p u e s t a s  al  a l c o h o l  (con  
una m o r f o l o g í a  d i f e r e n t e  a l a  de l  r e s t o  de l o s  h e p a t o 
c i t o s ) ,  no l a s  podemos com parar  con l o s  h e p a t o c i t o s  con
t r o l e s  que s e d im e n t a r o n  a l a  misma d e n s id a d .  S in  embargo  
e s t a s  " c é l u l a s  densas"  se e n c u e n t r a n  en un p o r c e n t a j e
b a j o ,  e s p e c i a lm e n t e  en l a s  f r a c c i o n e s  F2 y F6 , que son 
l a s  que hemos i d e n t i f i c a d o  como PV y PP, r e s p e c t i v a m e n t e ,  
en l o s  h e p a t o c i t o s  de r a t a s  c o n t r o l e s .  Por o t r a  p a r t e ,  
l a s  c a r a c t e r í s t i  c as  g e n e r a l e s  b i o q u í m i c a s  y e s t e r e o l ó g i -  
c a s  de l a s  c é l u l a s  n o r m a le s  ( " n o  d e n s a s " )  de l a s  r a t a s
e x p u e s t a s  a l  a l c o h o l ,  f u e r o n  s i m i l a r e s  a l a s  c o n t r o l e s ,  
aunque en c o n tra m o s  c i e r t a s  d i f e r e n c i a s  con r e s p e c t o  a
e l  1 a s .

Los d a t o s  e s t e r e o l ó g i e o s  m o s t r a r o n  que a lg u n o s  o r g á -  
n u l o s  c e l u l a r e s  se a f e c t a b a n  más en l a s  c é l u l a s  F2 de l a s  
r a t a s  e x p u e s t a s  a l  a l c o h o l ,  m i e n t r a s  que o t r o s  p r e s e n t a 
ban m ayores  a l t e r a c i o n e s  en l o s  h e p a t o c i t o s  F6 , com parán
d o l o s  con l o s  c o n t r o l e s .  A s í ,  l o s  d a t o s  más l l a m a t i v o s  
f u e r o n  l o s  r e f e r e n t e s  a l a s  m i t o c o n d r i a s  y e l  a p a r a t o  de 
G o l g i ,  que e s ta b a n  más a f e c t a d o s  en F 2 ,  m i e n t r a s  que l o s  
l i s o s o m a s ,  e l  REI y e l  REr l o  e s t a b a n  en F6 . E s to s  d a t o s
i n d i c a n  que l a  e x p o s i c i ó n  p r e  + p o s t n a t a l  a l  a l c o h o l
t i e n e  un e f e c t o  s e l e c t i v o  s o b re  cada componente c e l u l a r  
e s p e c í f i c o ,  d e p e n d ie n d o  de l a  l o c a l i z a c i ó n  i n t r a a c i n a r  de 
l a s  c é l u l a s .

Por o t r o  l a d o  se o b s e rv ó  que en l a s  r a t a s  e x p u e s t a s
a l  a l c o h o l ,  l a s  a c t i v i d a d e s  de l a s  en z im a s  m a r c a d o r a s ,
ALAT y GDH, p r e s e n t a b a n  c i e r t a s  v a r i a c i o n e s  con r e s p e c t o  
a l a s  c o n t r o l e s ,  p r i n c i p a l m e n t e  en l o s  h e p a t o c i t o s  de l a  
f r a c c i ó n  F 2 .  A s í ,  m i e n t r a s  l a  a c t i v i d a d  de l a  ALAT m o s t ró  
un in c r e m e n t o  en d i c h a  f r a c c i ó n ,  l a  GDH d is m in u y ó  t a n t o  
en F2 como en F 3 .

A lg u n o s  a u t o r e s  han s u g e r i d o  que e l  e t a n o l  p rodu ce  
una h i p o x i a  d e b id o  a un aumento en e l  consumo de o x í g e n o  
[ 1 0 4 , 1 2 3 , 2 5 5 3 ,  que se a g r a v a r í a  en l a  zona  PV ya que l a  
o x i g e n a c i ó n  es menor en e s t a  zona  que en l a  zona  PP 
[ 1 0 9 3 .  N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  p a r e c e n  ap o yar  e s t a  h i p ó t e s i s  
ya  que observam os un mayor daflo m i t o c o n d r i a l  j u n t o  con 
una d i s m i n u c i ó n  más m arcada  de l a  GDH ( e n z i m a  m i t o c o n 
d r i a l )  en l o s  h e p a t o c i t o s  de l a  zona  PV. Al mismo t ie m p o  
e l  in c r e m e n t o  de ALAT o b s e r v a d o ,  p o d r í a  r e f l e j a r  una r e s 
p u e s t a  a d a p t a t i v a  a l a  h i p o x i a  que se produce  p r e f e r e n 
tem en te  en e s t a  z o n a .

Hay que s e f í a l a r  que l a s  a l t e r a c i o n e s  m i t o c o n d r i  a l  es  
que hemos o b s e rv a d o  en l o s  h e p a t o c i t o s  de l a  f r a c c i ó n  F2
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son s i m i l a r e s  a l a s  d e s c r i t a s  en l o s  h íg a d o s  de - fe tos  
e x p u e s to s  a l  a l c o h o l  [ 2 0 1 3 .  También se h a b ía  dem ostrado  
que e l  consumo c r ó n i c o  de a l c o h o l  en r a t a s  produce una  
im p o r t a n t e  r e d u c c i ó n  de l a  a c t i v i d a d  h e p á t i c a  de GDH 
C 1003 .

Las r e l a c i o n e s  e n t r e  l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i m á t i c a s  de 
l a s  p o b l a c i o n e s  F 6  y F2 de l a s  r a t a s  t r a t a d a s  con 
a l c o h o l ,  m o s t ró  v a r i a c i o n e s  con r e s p e c t o  a l a s  c o n t r o l e s  
( T a b l a  ¿> , ya  que l a s  d i - f e r e n c i a s  e n t r e  d i c h a s  a c t i v i 
dades en g e n e r a l  - fueron menos acusadas  que en caso  de l a s  
c o n t r o l e s .  E s te  e - fe c to  p o s i b l e m e n t e  sea  d e b id o  a dos  
f a c  t o r e s :

a )  La pequef ía c o n t a m i n a c i ó n  que e x i s t e  de " c é l u l a s  den
s a s " ,  que son i n d i s t i n g u i b l e s  b io q u ím ic a m e n te  de l a s  
"no d e n s a s " ,  p o d r í a  a - f e c t a r  l o s  n i v e l e s  de a c t i v i d a d  
e n z i m á t i c a .  S in  embargo d e b id o  a l  b a j o  p o r c e n t a j e  de 
é s t a s  en l a s  - f r a c c i o n e s  F2 y F6 , hace que l a  r e p e r c u 
s ió n  de e s t e  - f a c t o r  s ea  d e s p r e c i a b l e .

b)  Es p o s i b l e  que l a  m a d u ra c ió n  de l o s  h e p a t o c i t o s  de 
l a s  r a t a s  e x p u e s t a s  a l  a l c o h o l  sea  más l e n t a  que en 
l a s  c o n t r o l e s ,  como p a r e c e  d e m o s t r a r  e l  r e t r a s o  gen e
r a l  en e l  c r e c i m i e n t o  de e s t o s  a n i m a l e s  ( c o r p o r a l ,  
h e p á t i c o ,  c e r e b r a l , e t c . )  [ 7 7 , 2 2 4 , 2 2 5 3 .  E s te  hecho  
p o d r í a  o c a s i o n a r  un r e t r a s o  en l a  a p a r i c i ó n  de l a  h e 
t e r o g e n e i d a d  e n t r e  l a s  d i - f e r e n t e s  zonas  de l  a c i n o  
h e p á t i c o ,  p o r  l o  que en r a t a s  de 12  d í a s  de edad  
e n c o n tre m o s  d i - f e r e n c i a s  menos m arcadas  e n t r e  l a s  
a c t i v i d a d e s  e n z i m á t i c a s  de l a s  d i s t i n t a s  s u b p o b l a c i o 
nes de h e p a t o c i t o s .

En l a s  r a t a s  t r a t a d a s  con a l c o h o l ,  l a  a c t i v i d a d  de 
l a s  en z im a s  que m e t a b o l i z a n  e l  e t a n o l  tam bién  v a r i ó  con 
r e s p e c t o  a l a s  c o n t r o l e s .  La ADH d is m in u y ó  en to d a s  l a s  
• f r a c c i o n e s ,  s i e n d o  é s t a  más marcada  en F2 y F 3 .  E s to s  
d a t o s  c o i n c i d e n  p o r  un l a d o  con t r a b a j o s  p r e v i o s  de 
n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  [ 7 9 3 ,  en donde se e n c o n t r ó  una d i s m i 
n u c ió n  en l a  a c t i v i d a d  de d i c h a  enz im a  en homogenados de 
h íg a d o s  de a n i m a l e s  p r e  y p o s t n a t a l m e n t e  e x p u e s t o s  al  
a l c o h o l .  Por o t r o  l a d o ,  tam b ién  p a re c e n  c o i n c i d i r  con l o s  
r e s u l t a d o s  de (Jáánánen y c o i s .  [ 2 6 0 3  que e n c o n t r a r o n  una 
d i s m in u c ió n  m oderada  de d i c h a  a c t i v i d a d  en h e p a t o c i t o s  de 
r a t a s  a l c o h ó l i c a s  c r ó n i c a s .

Con r e s p e c t o  a l a  ALDH de a l t a  y b a j a  Km, en e s t e  
t r a b a j o  no e n c o n t ra m o s  d i - f e r e n c i a s  s i gn i-f i c a t  i vas  en lo s  
n i v e l e s  de a c t i v i d a d  de l a s  d i - f e r e n t e s  - f r a c c io n e s  o b t e n i 
das de r a t a s  e x p u e s t a s  a l  a l c o h o l ,  con r e s p e c t o  a l o s  
c o n t r o l e s .  Hay que c o n s i d e r a r  que se han d e s c r i t o  t a n t o  
in c r e m e n t o s  [8 5 3  como d i s m i n u c i o n e s  [1 1 5 3  de d i c h a s  a c t i 
v i d a d e s  e n z i m á t i c a s ,  en h í g a d o s  de a n i m a l e s  a l c o h ó l i c o s



134

c r ó n i c o s ;  e s t a s  d i s c r e p a n c i a s  p o s ib l e m e n t e  sean d e b id a s  a 
l a  mayor o menor i n t e g r i d a d  m i t o c o n d r i a l  que p r e s e n ta n  
l a s  c é l u l a s  h e p á t i c a s  de d ic h o s  a n i m a l e s ,  que v a r í a  según  
el  t ie m p o  de e x p o s i c i ó n ,  ya que e s t a  en z im a  se l o c a l i z a  
p r i n c i p a l m e n t e  en m i t o c o n d r i  a s .

F i n a l m e n t e ,  sabemos que l a s  r a t a s  e x p u e s t a s  al  
a l c o h o l  d u r a n t e  su c r e c i m i e n t o  p r e s e n t a n  una d i s m in u c ió n  
de peso t a n t o  c o r p o r a l  como h e p á t i c o  y de o t r o s  t e j i d o s ,  
como se ha i n d i c a d o  a n t e r i o r m e n t e .  También se sabe que e l  
e t a n o l  i n t e r f i e r e  con l a  l a c t a n c i a  [ 2 2 1 3 ,  p u d ie n d o  c a u s a r  
un d é f i c i t  n u t r i c i o n a l  en l a s  c r í a s ,  a p e s a r  de un e s 
t r i c t o  c o n t r o l  i s o c a l ó r i c o  de l a s  m a d re s .  S in  embargo se 
ha dem os trado  que t a n t o  e l  a l c o h o l  como e l  a c e t a l d e h í d o  
pasan del  t o r r e n t e  c i r c u l a t o r i o  m a t e r n o  a l  f e t a l  C7 , 7 7 ,  
8 3 , 2 1 9 3  y en l a  l a c t a n c i a  a l a  l e c h e  m a t e r n a  [843  , y por  
t a n t o  ambos m e t a b o l i t o s  pueden e j e r c e r  un e f e c t o  t ó x i c o  
d i r e c t o  sob re  f e t o s  y r a t a s  l a c t a n t e s ,  a f e c t a n d o  el  
d e s a r r o l l o  y c r e c i m i e n t o  normal de l  h í g a d o .

En resum en,  l a  e x p o s i c i ó n  a l  e t a n o l  d u r a n t e  e l  d e s a 
r r o l l o  y m ad u rac ió n  h e p á t i c a  en l a  r a t a ,  t i e n e  un e f e c t o  
s e l e c t i v o  so b re  o r g á n u lo s  c e l u l a r e s  e s p e c í f i c o s ,  depen
d ie n d o  de l a  l o c a l i z a c i ó n  i n t r a a c i n a r  de l o s  h e p a t o c i t o s .

Hay que d e s t a c a r  que l a s  a l t e r a c i o n e s  m o r f o l ó g i c a s  
más m arcad as  o b s e r v a d a s  en h í g a d o s  " in s i  tu"  de a n i m a l e s  
p r e n a t a l m e n t e  e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l ,  han s i d o  l a s  m i t o -  
c o n d r i a s  y e s p e c i a l m e n t e  e l  a p a r a t o  de G o lg i  [ 2 0 1 , 2 0 3 3 ,  y 
que e s t a s  l e s i o n e s  se l o c a l i z a n  p r i n c i p a l m e n t e  en l a  zona  
p e r  i v e n o s a .  Al mismo t ie m p o ,  l o s  r e s u l t a d o s  r e f e r e n t e s  a 
l a s  a c t i v i d a d e s  de enz im as  m a r c a d o r a s  de z o n a ,  tam bién  
p a re c e n  i n d i c a r  que l o s  h e p a t o c i t o s  de l a  zona  PV son más 
s u s c e p t i b l e s  a l a  a c c ió n  t ó x i c a  de l  e t a n o l .  Todos e s t o s  
d a t o s  c o i n c i d e n  con e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  t a n t o  en humanos 
[1663  como en a n i m a l e s  a d u l t o s  [ 1 0 2 , 1 8 4 3 ,  donde se ha 
p o s t u l a d o  que l a  a c c ió n  h e p a t o t ó x i c a  de l  a l c o h o l  se i n i 
c i a  y p red o m in a  en l a  zona p e r  i v e n o s a .  Además de l  a l c o 
h o l ,  se ha d e s c r i t o  que o t r o s  t ó x i c o s ,  como e l  Cl«C y 
bromobenceno,  tam bién  l e s i o n a n  con p r e f e r e n c i a  l a  zona  
per  i v e n o s a .  En esos casos  se ha s u g e r i d o  que es  d e b id o  a 
que d i c h o s  h e p a t o c i t o s  c o n t i e n e n  por  un l a d o  menos g l u t a -  
t i o n - p e r o x i d a s a  y g l u t a t i o n ,  y por  o t r o  l a d o  a una acumu
l a c i ó n  de m e t a b o l i t o s  e 1e c t r o f í 1 i eos que d e r i v a n  de l  me
t a b o l i s m o  de d ic h o s  t ó x i c o s  por  e l  c i tocrom o P - 4 5 0 , que 
es  p r e d o m in a n te  en e s t a  zona [ 1 0 8 3 .
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2 .  ESTUDIO DE LOS CULTIVOS PRIMARIOS DE ASTROCITOS.

Desde e l  s i g l o  X I X  se sabe que en e l  s is t e m a  n e r v i o 
so e x i s t e n  c é l u l a s  d i - f e r e n t e s  a l a s  n e u r o n a s ,  p e r o  s ó l o  a 
p r i n c i p i o s  de l  p r e s e n t e  s i g l o  se p u d ie r o n  d i f e r e n c i a r  l a s  
c é l u l a s  g l i a l e s ,  g r a c i a s  a l a s  t é c n i c a s  de t i n c i ó n  de 
Ramón y C a j a l  [ 1 9 3 , 1 9 4 1 .  Desde e n t o n c e s  se ha e s t u d i a d o  
su m o r - f o l o g í a  y - f i s i o l o g í a ,  y hoy se sabe que desempeñan  
un p a p e l  i m p o r t a n t e  t a n t o  d u r a n t e  e l  d e s a r r o l l o  c e r e b r a l  
como en e l  c e r e b r o  a d u l t o  ( v e r  por  e j e m p l o  [ 2 2 , 1 7 7 ,  
2 3 8 1 ) .

A s í ,  como se a p u n ta b a  en l a  I n t r o d u c c i ó n ,  l a s  c é l u 
l a s  r a d i a l e s  g l i a l e s ,  p r e c u r s o r a s  de a s t r o c i t o s  [ 1 9 1 ,  
1 9 2 1 ,  a c t ú a n  de g u í a  de l a  m ig r a c i ó n  n e u ro n a l  d u r a n t e  e l  
d e s a r r o l l o  de l  s i s t e m a  n e r v i o s o ,  fo rm ando  una e s p e c i e  de 
e n r e j a d o  con sus p r o c e s o s ,  a l o  l a r g o  de l  cua l  se d e s p l a 
zan l a s  n e u ro n a s  desde su l u g a r  de o r i g e n  h a s t a  e l  s i t i o  
que o c u p a rá n  d e f i n i t i v a m e n t e ;  además,  l o s  a s t r o c i t o s  s e 
c r e t a n  f a c t o r e s  n e u r o t r ó f i  eos ( p r o b a b l e m e n t e  NGF ( " n e r v e  
g ro w th  f a c t o r " ) )  que r e g u l a  l a  d i f e r e n c i a c i ó n  n e u ro n a l  
[ 2 3 1 .  En e l  c e r e b r o  a d u l t o  t i e n e n  un pap e l  r e g u l a d o r  de
l a  n u t r i c i ó n  n e u ro n a l  ya  que rodean l o s  e n d o t e l i o s  v a s c u 
l a r e s  ( f o r m a n d o  p a r t e  de l a  b a r r e r a  h e m a t o - e n c e f á l i c a )  y 
l a  s u p e r f i c i e  n e u r o n a l ,  i n c l u i d a s  l a s  s i n a p s i s  [ 1 1 3 1 .  
Además m a n t ie n e n  e l  e q u i l i b r i o  de l  pH en e l  f l u i d o  e x t r a -  
c e l u l a r  a s í  como l a  h o m e o s ta s is  de io n e s  (como K * )  y de 
m ú l t i p l e s  m e t a b o l i t o s ,  e i n t e r v i e n e n  en e l  m e t a b o l is m o  de 
n e u r o t r a n s m i s o r e s ,  como e l  GA8A y e l  g l u t a m a t o .  F i n a l 
mente  l o s  a s t r o c i t o s  son l a s  c é l u l a s  e n c a r g a d a s  de 1 a
r e p a r a c i ó n  y r e g e n e r a c i ó n  de l  t e j i d o  n e r v i o s o  l e s i o n a d o  
ya  q u e ,  a d i f e r e n c i a  de l a s  n e u r o n a s ,  c o n s e rv a n  l a  c a p a 
c i d a d  de d i v i s i ó n  d u r a n t e  toda  l a  v i d a  [ 4 0 1 .

D e b id o  a l a s  i m p o r t a n t e s  f u n c i o n e s  que desempeñan  
l o s  a s t r o c i t o s ,  como se ha s e ñ a l a d o ,  y a l a  g ran  c a n t i d a d  
de d i c h a s  c é l u l a s  que p r e s e n t a  e l  c e r e b r o  a d u l t o  (1 0  
v e c e s  más numerosas que l a s  n e u r o n a s ,  l o  que supone % un 
t e r c i o  de l  volumen c e l u l a r  en l a  c o r t e z a  c e r e b r a l ) [ 1 8 3 1 ,  
es  r a z o n a b l e  e s p e r a r  que l a s  a l t e r a c i o n e s  en d i c h a s
c é l u l a s  se acompañe de d i s f u n c i o n e s  en e l  s i s t e m a  
n e r v  i o s o .

En c u a n t o  a l  e f e c t o  que sobre  e l l a s  pueda t e n e r  e l  
a l c o h o l ,  r e s u l t a d o s  de n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  h a b ía n  demos
t r a d o  que r a t a s  e x p u e s t a s  a l  e t a n o l  d u r a n t e  su d e s a r r o l l o  
p r e s e n t a b a n  m arcadas  a l t e r a c i o n e s  n e u ro q u ím i  c a s  a n i v e l  
de c e r e b r o  e n t e r o  [ 7 7 , 7 9 1 ,  a s í  como en n e u ro n a s  y a s t r o 
c i t o s  a i s l a d o s  de a n i m a l e s  a d u l t o s  p r e n a t a l m e n t e  e x p u e s 
t o s  a l  e t a n o l  [ 8 1 1 .  S in  embargo,  es d i f í c i l  d i f e r e n c i a r  
" i n  v i v o *  e n t r e  e l  e f e c t o  d i r e c t o  del  a l c o h o l  y e l  que 
i n d i r e c t a m e n t e  puede p r o d u c i r  a t r a v é s  de mecanismos  
t a l e s  como a l t e r a c i o n e s  h o r m o n a le s ,  n u t r i t i v a s ,  e t c .  Ade
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más, e l  c e r e b r o  es  un ó rg an o  c o m p le jo  y h e t e r o g é n e o ,  y es  
p o s i b l e  que l a  t o x i c i d a d  del  e t a n o l  sea más marcada en 
unas zonas que en o t r a s ,  y d e n t r o  de é s t a s  tam bién  v a r i é  
en l o s  d i - f e r e n t e s  t i p o s  de c é l u l a s  que l a  componen.

Por t a n t o  nos p l a n t e a m o s  e s t u d i a r  e l  e f e c t o  d i r e c t o  
del  a l c o h o l  en un d e t e r m in a d o  t i p o  de c é l u l a  n e r v i o s a  en 
d e s a r r o l l o ,  p r o c e d e n t e  de c o r t e z a  c e r e b r a l . E le g im o s  l o s  
c u l t i v o s  p r i m a r i o s  de a s t r o c i t o s  por  v a r i a s  r a z o n e s  como 
s o n :

a )  Por l a s  i m p o r t a n t e s  f u n c i o n e s  que desempeñan,  como se 
ha s e ñ a la d o  a n t e r i o r m e n t e .

b)  El c r e c i m i e n t o  y d i f e r e n c i a c i ó n  de l o s  a s t r o c i t o s  en 
c u l t i v o  p r i m a r i o  s i g u e  p a u t a s  b i o q u í m i c a s ,  m o r f o l ó g i 
cas  y f u n c i o n a l e s  s i m i l a r e s  a l a s  de e s t a s  c é l u l a s  
" ¡n v i v o "  l 9 7 3 .

c )  Al  s e r  un m odelo  e x p e r i m e n t a l  b i e n  c o n o c i d o ,  ha s i d o  
u t i l i z a d o  p a r a  e s t u d i a r  e l  e f e c t o  p a tó g e n o  de o t r o s  
tóx  i eos [ 2 1 0 3 .

d )  En e s t u d i o s  " ¡ n  v i v o "  se han e n c o n t r a d o  a l t e r a c i o n e s  
en l a  g l í a  de n i ñ o s  y a n i m a l e s  e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  
d u r a n t e  su d e s a r r o l l o  [ 3 6 , 8 1 3 .

e )  Hay e s t u d i o s  e x p e r i m e n t a l e s  en l o s  que se ha encon
t r a d o  menor d e s a r r o l l o  de l a s  n e u r o n a s ,  p o s tu l á n d o s e  
que p o d r í a  s e r  d e b id o  a una a l t e r a c i ó n  en e l  d e s a r r o 
l l o  de l a  g l í a  [ 1 5 8 3 .

f>  Una de l a s  pocas e n fe rm e d a d e s  en l a s  que se ha encon
t r a d o  a l t e r a c i o n e s  g l i a l e s  es en el  a l c o h o l i s m o  c r ó 
n i c o  [ 1 9 0  3 .

2 . 1 .  CARACTERISTICAS DEL CULTIVO.

En r e l a c i ó n  a l a  p r o l i f e r a c i ó n  y d i f e r e n c i a c i ó n  de 
l o s  a s t r o c i t o s  en c u l t i v o  p r i m a r i o  hay que c o n s i d e r a r  que 
é s t o s  pueden p r e s e n t a r  c i e r t a s  v a r i a c i o n e s ,  d e p e n d ie n d o  
de l a s  c a r a c t e r í s t i  cas  del  m edio  a s í  como de l a  c a n t i d a d  
de c é l u l a s  sembradas por  p l a c a ,  de su o r i g e n ,  de l a  edad  
del  t e j i d o  de l  que se a í s l a n ,  e t c .  [ 6 8 , 9 4 3 .

Con l a s  c o n d i c i o n e s  u t i l i z a d a s  en e s t e  e s t u d i o  ( p a r 
t i e n d o  de c o r t e z a  c e r e b r a l  de f e t o s  de r a t a  a t é r m i n o ) ,  
o b tu v im o s  unos c u l t i v o s  p r i m a r i o s  de a s t r o c i t o s  con una  
s u p e r v i v e n c i a  muy a l t a  y que p r á c t i c a m e n t e  no p r e s e n t a r o n  
c o n ta m i n a c i ó n  de n e u r o n a s ,  f i b r o b l a s t o s ,  ni  de o t r o  t i p o  
de c é l u l a s .  E s to  se comprobó m e d ía n t e  e l  marcado de l a
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p r o t e í n a  f  i b r  i 1a r  á c i  da de l a  g l í a  (G FA P) ,  e s p e c í f i c a  de 
l o s  a s t r o c i t o s  C 2 7 ,5 2 3 .  1

Los c u l t i v o s  p r o c e d e n t e s  de r a t a s  c o n t r o l e s  p r e s e n 
t a r o n  unas  c u r v a s  de c r e c i m i e n t o  y d e s a r r o l l o  s i m i l a r e s  a 
l a s  d e s c r i t a s  por  o t r o s  a u t o r e s  [ 9 4 , 2 3 2 , 2 7 6 3 .  Los v a l o r e s  
r e f e r e n t e s  a l  c o n t e n i d o  y s í n t e s i s  de ADN i n d ic a n  que 
d u r a n t e  todo  e l  t ie m p o  de l  c u l t i v o  e x i s t e  d i v i s i ó n  c e l u 
l a r ,  que se m a n t i e n e ,  aunque en menor p r o p o r c i ó n ,  h a s t a  
e l  f i n a l  de l  mismo; a l a  v e z ,  l o s  d a t o s  a c e r c a  del  con
t e n i d o  y s í n t e s i s  de p r o t e í n a s  i n d i c a n  que e x i s t e  un c r e 
c i m i e n t o  c e l u l a r  que tam b ié n  es  menor a l  f i n a l  del  c u l 
t i v o .

De hecho se sabe que l o s  a s t r o c i t o s ,  cuyos p r e c u r s o 
r e s  com ienzan  a a p a r e c e r  a l o s  12 d í a s  de edad g e s t a c i o -  
nal  en l a  r a t a ,  p r o l i f e r a n  " i n  v i v o "  t a n t o  d u r a n t e  e l  
r e s t o  d e l  p e r í o d o  p r e n a t a l  como después del  n a c i m i e n t o ,  
c o n s e r v a n d o  l a  c a p a c i d a d  de d i v i d i r s e  d u r a n t e  toda  l a  
v i d a ,  a d i f e r e n c i a  de o t r o s  t i p o s  de c é l u l a s  n e r v i o s a s ,  
como l a s  n e u ro n a s  ( F i g .  2 ) .  S in  embargo,  hay que d e s t a c a r  
que l a  máxima p r o l i f e r a c i ó n  a s t r o c í t i c a  c o i n c i d e  con el  
f i n a l  de l a  g e s t a c i ó n  y e l  p r i n c i p i o  de l a  v i d a  p o s t 
n a t a l  .

La m o r f o l o g í a  de e s t a s  c é l u l a s  tam b ién  c o i n c i d e  con 
l a  d e s c r i t a  en l o s  e s t u d i o s  m enc ionados  a n t e r i o r m e n t e , 
s i e n d o  a l  i n i c i o  de l  c u l t i v o  p r i n c i p a l m e n t e  red o n d ead a s  o 
p o l i g o n a l e s ,  y p o s t e r i o r m e n t e  van formando una r e d ,  
e s t a b l e c i e n d o  c o n e x i o n e s  a l  a d q u i r i r  l a  fo rm a  e s t r e l l a d a  
t í p i c a  con l a r g a s  p r o l o n g a c i o n e s .  Las p r i m e r a s  c é l u l a s  
c o r r e s p o n d e  a l o s  a s t r o b l a s t o s , que son l a s  que p r e s e n t a n  
a c t i v i d a d  m i t ó t i c a ,  m i e n t r a s  que l a s  segundas son l a s  
c é l u l a s  d i f e r e n c i a d a s  o a s t r o c i t o s  f i b r o s o s .

Desde l o s  p r i m e r o s  d í a s  de c u l t i v o ,  l a s  c é l u l a s  e ran  
m e t a b ó 1 i c a m e n te  a c t i v a s  en l o  que se r e f i e r e  a enz im as  
que p a r t i c i p a n  en e l  m e t a b o l is m o  del  g l u t a m a t o ,  que es  
una de l a s  f u n c i o n e s  más i m p o r t a n t e s  de l o s  a s t r o c i t o s .  
A s í ,  l o s  n i v e l e s  de l a s  e n z im a s  g l u t á m i c o  d e s h id r o g e n a s a  
(GDH) y g l u t a m i n a  s i n t e t a s a  aumentaron de una manera  
p a r a l e l a  a l a  p r o l i f e r a c i ó n  de c é l u l a s ,  y d is m in u y e r o n  
l i g e r a m e n t e  con l a  d i f e r e n c i a c i ó n  m o r f o l ó g i c a  de l o s  
a s t r o c i t o s ,  l o  que c o i n c i d e  con lo s  d a t o s  p u b l i c a d o s  por  
o t r o s  a u t o r e s  C2293 .  As im ism o pudimos comprobar  que e ran  
c a p a c e s  de c a p t a r  y l i b e r a r  n e u ro t r a n s m i  s o r e s  a s í  como de 
s i n t e t i z a r l o s  ( r e s u l t a d o s  no p u b l i c a d o s ) .

La d i f e r e n c i a c i ó n  y m ad u rac ió n  c e l u l a r  se m a n i f e s t ó  
t a n t o  m o r f o l ó g i c a m e n t e ,  m e d ia n t e  l a  a p a r i c i ó n  y p r o l i f e 
r a c i ó n  de l o s  p r o c e s o s  c e l u l a r e s ,  con un in c r e m e n to  en 
GFAP, como b i o q u í m i c a m e n t e ,  por e l  aumento de a c t i v i d a d  
de e n z im a s  l i g a d a s  a l a s  membranas p l a s m á t i c a s ,  de manera



s i m i l a r  a l o  d e s c r i t o  por  o t r o s  a u t o r e s  [953  . El d e s a r r o 
l l o  e n z i m á t i c o  f u é  s i m i l a r  p a r a  l a s  t r e s  en z im as  de mem
b r a n a  e s t u d i a d a s ,  t a l e s  como < N a * ,K ^ )A T P a s a ,  C a^A TPasa  y 
5 ' n u c l e o t i d a s a .  De é s t a s ,  l a  más a m p l ia m e n te  e s t u d i a d a  ha 
s i d o  l a  <Na^ ,K ^ )A T P a s a ,  que desempeña un papel  -fundamen
t a l  en l a  d i s t r i b u c i ó n  de c a t i o n e s  a t r a v é s  de l a  membra
na p l a s m á t i c a ,  l o  que c o n s t i t u y e  o t r a  de l a s  - func iones  
más i m p o r t a n t e s  de l o s  a s t r o c i t o s ,  n e c e s a r i a  p a r a  l a  a c 
t i v i d a d  e l é c t r i c a  de l a s  c é l u l a s  n e r v i o s a s .  El d e s a r r o l l o  
de l a  a c t i v i d a d  de d i c h a s  en z im as  de membrana es  s i m i l a r  
a l  e n c o n t r a d o  en homogenado de c e r e b r o s  de r a t a  d u r a n t e  
l a  -fase p o s t n a t a l  [ 7 7 , 7 9 3 ,  l o  que p r o b a b le m e n te  i n d i c a  
que gran  p a r t e  de l  n o t a b l e  in c r e m e n to  que su-fren d i c h a s  
a c t i v i d a d e s  " i n  v i v o "  se debe a l  d e s a r r o l l o  de l a  g l í a  
d u r a n t e  d i c h a  f a s e  C953.

2 . 2 .  EFECTO DEL ALCOHOL.

La p r e s e n c i a  de a l c o h o l  en e l  m ed io  de c u l t i v o  de 
l o s  a s t r o c i t o s  de r a t a s  c o n t r o l e s ,  a unas c o n c e n t r a c i o n e s  
s i m i l a r e s  a l a s  e n c o n t r a d a s  en s u j e t o s  a l c o h ó l i c o s  c r ó n i 
cos <25 mM) o t r a s  una i n t o x i c a c i ó n  aguda moderada <100  
m M), i n d u j o  una menor p r o l i f e r a c i ó n  c e l u l a r  y un menor  
d e s a r r o l l o  de sus p r o c e s o s ,  como dem ue s tra n  l a s  imágenes  
m o r f o l ó g i c a s  y e l  menor c o n t e n i d o  y s í n t e s i s  de l a s  ma-  
c r o m o l é c u l a s  e s t u d i a d a s  < p r o t e í n a s ,  ARN y A D N ) . E s te  
e f e c t o  f u é  más marcado en l a s  c é l u l a s  e x p u e s t a s  a concen
t r a c i o n e s  más a l t a s  de e t a n o l .

O t r o s  e s t u d i o s  " i n  v i  t r o "  se f ía la n  que e l  e f e c t o  de l  
a l c o h o l  so b re  c é l u l a s  en c u l t i v o  es  muy v a r i a b l e ,  depen
d i e n d o  de l  t i p o  de c é l u l a s  y de l  t ie m p o  de e x p o s i c i ó n  y 
c o n c e n t r a c i ó n  de e t a n o l  u t i l i z a d a s .  En g e n e r a l ,  a d o s i s  
b a j a s  se h a b í a  o b s e r v a d o  que e l  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r  a s í  
como l a  c a p t a c i ó n  de p r e c u r s o r e s  y l a  s í n t e s i s  de m a c r o -  
m o l é c u l a s  no se a f e c t a b a ,  o i n c l u s o  se e s t i m u l a b a  l i g e 
r a m e n t e ,  m i e n t r a s  que a d o s i s  s u p e r i o r e s  e n c o n t r a r o n  una  
i n h i b i c i ó n  más o menos m arcada  [ 2 4 9 3 .

Los mecanismos por  l o s  que se p roducen  d i c h a s  i n h i 
b i c i o n e s  no se conocen e x a c t a m e n t e ;  s i n  embargo se ha 
p o s t u l a d o  que e l  e t a n o l  i n t e r f i e r e  con l o s  r ib o s o m a s  i n 
d u c ie n d o  su d i s g r e g a c i ó n ,  por  l o  que se p r o d u c i r í a  una 
i n h i b i c i ó n  en l a  s í n t e s i s  de p r o t e í n a s  p r o p o r c i o n a l  a l a  
c o n c e n t r a c i ó n  de a l c o h o l  [ 2 0 0 , 2 1 3 , 2 5 2 3 .  Con r e s p e c t o  a l a  
i n h i b i c i ó n  de l a  s í n t e s i s  de ADN, se ha p o s t u l a d o  que el  
e t a n o l  p o d r í a  i n t e r f e r i r  con e l  c i c l o  c e l u l a r  de l a s  
c é l u l a s  c e r e b r a l e s  [ 1 0 3 .  De hecho ,  r e s u l t a d o s  de n u e s t r o  
l a b o r a t o r i o  dem u e s tra n  que e l  a l c o h o l  " i n  v i  t r o *  sobre  
l o s  c u l t i v o s  de a s t r o c i t o s  produce una a c u m u la c ió n  de 
é s t o s  en l a  f a s e  6 t de l  c i c l o  c e l u l a r  < d a to s  o b t e n i d o s
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por  c i t o f 1u o r i m e t r í a  de - f l u j o ,  no p u b l i c a d o s ) .

En c u a n to  a l  e - fe c to  de l  e t a n o l  sobre  l a s  a c t i v i d a d e s  
e n z i m á t i c a s  e n s a y a d a s  en l o s  a s t r o c i t o s  hay que s e f i a l a r  
que en c o n tra m o s  una d i s m i n u c i ó n  g e n e r a l  en l o s  n i v e l e s  de 
d i c h a s  e n z im a s .  Aunque l o s  mecanismos por  l o s  que el  
a l c o h o l  da l u g a r  a d i c h a s  a l t e r a c i o n e s  tampoco e s t á n  
c l a r o s ,  se han p o s t u l a d o  a l g u n a s  h i p ó t e s i s  basadas  en 
e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  s o b re  l a  (Na** ,K *  )ATPasa y que p o d r í a n  
e x p l i c a r  d i c h o s  e f e c t o s  en l a s  en z im as  l i g a d a s  a 
membrana.

A s í ,  se sabe que e l  e t a n o l  i n t e r a c c i o n a  con l o s  
l í p i d o s  de l a s  membranas c e l u l a r e s ,  a l t e r a n d o  sus  
p r o p i e d a d e s  f í s i c o - q u í m i c a s .  P u e s to  qu e ,  en g e n e r a l ,  l a s  
e n z im a s  de membrana dependen de fo rm a  i m p o r t a n t e  de l o s  
l í p i d o s  de su mi c r o e n t o r n o ,  una a l t e r a c i ó n  de é s t o s  puede  
p r o d u c i r  una m o d i f i c a c i ó n  de l a s  p r o t e í n a s  y por  t a n t o  
una a l t e r a c i ó n  en sus  p r o p i e d a d e s  c a t a l í t i c a s .  De hecho ,  
aunque no e x i s t e n  t r a b a j o s  en l o s  que se haya e s t u d i a d o  
e l  e f e c t o  de l  e t a n o l  s o b re  e n z im as  l i g a d a s  a membrana  
p l a s m á t i c a  de a s t r o c i t o s ,  e s t u d i o s  en n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  
en membranas s i n á p t i c a s  de a n i m a l e s  p re  y p o s t n a t a l m e n t e  
e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  han dem o s trad o  una d i s m in u c ió n  de 
l o s  n i v e l e s  de a c t i v i d a d  de enz im as  < ( N a * , K * ) A T P a s a ,  
C a ^ A T P a sa  y 5 " n u c 1e o t i d a s a )  j u n t o  con una a l t e r a c i ó n  en 
l a s  i n t e r a c c i o n e s  1 í p i d o - p r o t e í n a  C7 6 1 .

Al mismo t i e m p o ,  una segunda p o s i b i l i d a d  es  que e l  
e t a n o l  i n t e r a c c i o n e  d i r e c t a m e n t e  con l a  p r o t e í n a ,  in d u 
c i e n d o  una i n a c t i v a c i ó n  de é s t a .  De hecho se sabe que el  
e t a n o l  " i n  v i t r o "  i n h i b e  l a  a c t i v i d a d  de l a  < N a^ ,K ^ > -  
ATPasa y que una pequefia  p a r t e  de d i c h a  i n h i b i c i ó n  es  
d e b id a  a una i n t e r a c c i ó n  d i r e c t a  del  a l c o h o l  con l a  p r o 
t e í n a  [ 1 4 8 ] .

E s t o s  mecanismos p o d r í a n  e s t a r  im p l i c a d o s  en l a  
menor a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  de l a s  e n z im a s  de membrana  
e s t u d i a d a s  en l a s  c é l u l a s  e x p u e s t a s  a l  e t a n o l .  Además hay  
que c o n s i d e r a r  que d i c h a s  c é l u l a s  m o s t r a r o n  un menor  
d e s a r r o l l o  de sus p r o c e s o s ,  l o  que p r o b a b le m e n te  
c o n l l e v a r í a  una menor c a n t i d a d  t o t a l  de enz im as  l i g a d a s  a 
é s t o s .

F i n a l m e n t e  hay que s e f í a l a r  qu e ,  aunque a lg u n o s  a u t o 
r e s  han d e m o s tra d o  que c é l u l a s  de e s t i r p e  g l i a l  son c a p a 
ces  de m e t a b o l i z a r  e l  e t a n o l ,  a t r a v é s  de mecanismos de 
p e n d i e n t e s  [1 4 7 1  o i n d e p e n d i e n t e s  de l a  a l c o h o l  d e s h i -  
d ro g e n a s a  (ADH) [ 2 7 8 ] ,  en n u e s t r a s  c o n d i c i o n e s  no encon
t ram os  a c t i v i d a d  ADH, a s í  como tampoco d e te c ta m o s  a c e t a l -  
d e h íd o  en l o s  c u l t i v o s .  E s to  p a r e c e  d e m o s t r a r  que l a s  
c é l u l a s  no son c a p a c e s  de m e t a b o l i z a r  e l  a l c o h o l ,  y por  
t a n t o  l o s  e f e c t o s  t ó x i c o s  que observamos se deben a l a
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a c c ió n  d i r e c t a  del  e t a n o l  y no a l a  de l  a c e t a l d e h í d o ,  
como p a r e c e  o c u r r i r  en o t r a s  c i r c u n s t a n c i a s .

2 , 3 .  ASTROCITOS PRENATALMENTE EXPUESTOS AL ALCOHOL.

Los c u l t i v o s  de a s t r o c i t o s  o b t e n i d o s  de - fe tos  de 
r a t a  p r e n a t a l m e n t e  e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  m o s t r a r o n  un 
c r e c i m i e n t o  y una d i - f e r e n c  i ac i ón a l t e r a d o s  con r e s p e c t o  a 
l a s  c é l u l a s  o b t e n i d a s  de - fe tos  c o n t r o l e s ,  a p e s a r  de que 
l a  s u p e r v i v e n c i a  y l a  p u r e z a  de l o s  c u l t i v o s  e ran  s i m i 
l a r e s  a l a s  c o n t r o l e s .  A s í ,  l a  m ad u rac ió n  m o r - fo ló g ic a  de 
e s t o s  a s t r o c i t o s  p r e s e n t a b a  un c o n s i d e r a b l e  r e t r a s o  con 
r e s p e c t o  a l o s  c o n t r o l e s ,  ya  que al  - f in a l  de l  c u l t i v o  
e x i s t í a  un p o r c e n t a j e  mayor de c é l u l a s  inm ad u ras ,  de mor
f o l o g í a  más p o l i g o n a l  y con menor d e s a r r o l l o  de l o s  p r o 
c e s o s  ( d a t o s  no p r e s e n t a d o s ) .  Además, t a n t o  e l  c o n t e n i d o  
de p r o t e í n a  y ADN como l a  s í n t e s i s  de l a s  m a c ro m o lé c u la s  
e s t u d i a d a s  ( p r o t e í n a ,  ARN y ADN) e r a  menor en e s t a s  c é l u 
l a s ,  t a n t o  l a s  que c r e c i e r o n  " i n  v i  t r o "  en a u s e n c i a  como 
en p r e s e n c i a  ( 2 5  mM) de e t a n o l ,  l o  que c o i n c i d e  con o t r o s  
e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  en d i - f e r e n t e s  s i s t e m a s  c e l u l a r e s  
1 4 8 , 1 7 2 , 2 0 0 3 .

Por o t r a  p a r t e ,  l o s  n i v e l e s  de a c t i v i d a d  de l a s  
e n z im a s  e s t u d i a d a s ,  u n i d a s  o no a 1 as  membranas p lasm á
t i c a s ,  en g e n e r a l  m o s t r a r o n  d i s m in u c io n e s  que -fueron más 
m arcad as  en l a s  c é l u l a s  e x p u e s t a s  a l  a l c o h o l  " i n  v i  t r o " .

E s to s  r e s u l t a d o s  p a re c e n  i n d i c a r  que l a s  c é l u l a s  
o b t e n i d a s  de c e r e b r o s  de - fe tos  e x p u e s to s  al  a l c o h o l  e s t a 
r í a n  "dal ladas" en su o r i g e n  por  su e x p o s i c i ó n  a e s t e  
t ó x i c o ,  p u e s to  que no son c a p a c e s  de p r o l i - f e r a r  ni  de d i 
f e r e n c i a r s e  a l  r i t m o  que l o  hacen l a s  o b t e n i d a s  de f e t o s  
c o n t r o l e s ,  ni  s i q u i e r a  l a s  que no se l e s  a f íad ió  e l  e t a n o l  
" i n v i  t r o " .

La e x p l i c a c i ó n  de e s t o s  r e s u l t a d o s  en t é r m i n o s  b i o 
l ó g i c o s  r e s u l t a  d i f í c i l ,  pu d ién d o se  p o s t u l a r  d i v e r s o s  m e-  
can i smos:

12 )  P u e s to  que t a n t o  e l  c e r e b r o  como l o s  d i s t i n t o s  t e j i 
dos f e t a l e s  e s t á n  e x p u e s t o s  d u r a n t e  su d e s a r r o l l o  
p r e n a t a l  y de una fo rm a  c o n s t a n t e  a n i v e l e s  de e t a n o l  
s i m i l a r e s  a l o s  p r e s e n t e s  en l a  san gre  m a t e r n a  C7 , 7 7 ,  
8 3 , 2 1 9 3 ,  e s t e  p o d r í a  a f e c t a r  " i n  v i v o "  a l a s  c é l u l a s  
p r e c u r s o r a s  de l o s  a s t r o c i t o s ,  d i f i c u l t a n d o  su pos
t e r i o r  c r e c i m i e n t o  " i n  v i t r o " .  E s ta  a l t e r a c i ó n  p o d r í a  
e j e r c e r s e  en d i s t i n t o s  p u n to s  de l a  c é l u l a ,  s ie n d o  un 
c a n d i d a t o  i m p o r t a n t e ,  e n t r e  o t r o s ,  e l  genoma. Aunque  
e l  e t a n o l  " p e r  se" no p a r e c e  s e r  m u t a g é n i c o ,  s i n  em
b a rg o  e l  a c e t a l d e h í d o  es a l t a m e n t e  c i t o t ó x i c o ,
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m u t a g é n ic o  y t e r a t o g é n i c o  [ 1 7 2 , 2 6 1 , 2 6 2 1 , in d u c ie n d o  
l a  a p a r i c i ó n  de cromosomas a n o r m a l e s ,  r o t u r a s  de l  ADN 
y e n t r e c r u z a m i e n t o  de sus cad en as  [ 1 7 2 3 .  De hecho se 
ha dem os trado  que e l  c e r e b r o  - f e t a l  y por  t a n t o  d i c h a s  
c é l u l a s  p r e c u r s o r a s  e s t a r í a n  e x p u e s t a s  ■ in v i v o "  a l  
a c e t a l d e h í d o  p r o d u c id o  por  e l  m e t a b o l is m o  m a te rn o  
[ 7 7 , 8 3 , 2 1 9 3 .

2 2 )  D e b id o  a que e1 e t a n o l  a l t e r a  e l  t r a n s p o r t e  p l a c e n -  
t a r i  o de m e t a b o l i t o s  [ 6 2 , 2 3 6 1 ,  aunque l a  i n g e s t a  ma
t e r n a  de n u t r i e n t e s  y de c a l o r í a s  de l a s  r a t a s  con
t r o l e s  -fué l a  misma que 1 a de l a s  que consumían l a  
d i e t a  a l c o h ó l i c a ,  no podemos a s e g u r a r  que l o s  - fe tos  
de madres a l c o h ó l i c a s  r e c i b í a n  l o s  mismos n u t r i e n t e s .  
Por t a n t o  e s t a  p o s i b l e  d i s m in u c ió n  de - f a c t o r e s  t r ó - f i -  
cos  tam bién  p o d ía  a - f e c t a r  l a  d i-f e r e n c  i ac i ón de l a s  
c é l u l a s  p r e c u r s o r a s  de l o s  a s t r o c i t o s  E903.

3 2 )  La e x p o s i c i ó n  al  a l c o h o l  a l t e r a  l o s  n i v e l e s  de v a r i a s  
hormonas que desempefian un pape l  muy i m p o r t a n t e  en e l  
c r e c i m i e n t o  g e n e r a l  de l o s  t e j i d o s  [ 5 7 , 8 2 , 1 8 5 , 1 8 6 ,  
2 5 3 3 ,  p u d ie n d o  por  t a n t o  a l t e r a r s e  e l  d e s a r r o l l o  c e 
r e b r a l  . Además, l o s  p r o p i o s  a s t r o c i t o s  l i b e r a n  un 
■factor s i m i l a r  a l  de c r e c i m i e n t o  n e r v i o s o  [233  por  l o  
q u e ,  a l  e s t a r  su d e s a r r o l l o  d i s m i n u i d o ,  no e s t i m u l a 
r í a  e l  de o t r o s  componentes  del  s i s t e m a  n e r v i o s o .

2 . 4 .  REPERCUSION SOBRE EL SINDROME ALCOHOLICO FETAL.

Hay que c o n s i d e r a r  que l o s  r e s u l t a d o s  que se o b t i e 
nen en e s t u d i o s  " i n  v i  t r o "  no se pueden e x t r a p o l a r ,  o hay  
que h a c e r l o  con c a u t e l a ,  a l  an im a l  v i v o  y más aún a l  s e r  
humano. S in  embargo pensamos que se p o d r í a n  d e s t a c a r  
a l g u n a s  c o n c l u s i o n e s  de l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  con l o s  
c u l t i v o s  de a s t r o c i t o s ,  por  su p o s i b l e  pap e l  en l a  p a t o 
g e n i a  de l a s  a l t e r a c i o n e s  e n c o n t r a d a s  en e l  s is t e m a  n e r 
v i o s o  c e n t r a l  < S . N . C . )  de l o s  n i f io s  con s índrom e a l c o h ó 
l i c o  - f e t a l .

Se han p r o p u e s t o  [ 1 8 8 , 2 1 7 3  una s e r i e  de mecanismos  
que i n t e n t a n  e x p l i c a r  l a s  d i - f e r e n t e s  a f e c c i o n e s  que se 
e n c u e n t r a s  en e l  S . N . C .  de n i f io s  e x p u e s t o s  p r e n a t a l m e n t e  
a l  a l c o h o l ,  basadas  p r i n c i p a l m e n t e  en e l  p e r í o d o  a l  que 
han s i d o  e x p u e s t o s :

12)  D u ra n te  l o s  p r i m e r o s  d í a s  de v i d a  i n t r a u t e r i n a  e l  
a l c o h o l  y e l  a c e t a l d e h í d o  pueden a c t u a r  como a g e n te s  
c i t o t ó x i c o s  y m u t a g é n i c o s ,  causando l a  m u e r te  c e l u l a r  
d i r e c t a m e n t e ,  a b e r r a c i o n e s  crom osómicas l e t a l e s  que 
p r o d u c i r á n  l a  m u e r t e  en un e s p a c i o  de t ie m p o  más o 
menos l a r g o ,  o t a l  vez  a l t e r a c i o n e s  crom osómicas no
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l e t a l e s ,  que d i f i c u l t a r í a n  l a  m ad u rac ió n  c e l u l a r .  De 
hecho se ha comprobado que t a n t o  l a s  m u j e r e s  [2451  
como l a s  r a t a s  [ 2 2 3 , 2 2 4 1  que consumían c r ó n ic a m e n te  
a l c o h o l  p r e s e n t a b a n  un p o r c e n t a j e  de a b o r t o s  e s p o n t á 
neos tem pranos  o de r e a b s o r c i o n e s ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  
muy s u p e r i o r  a l a  m e d i a ,  aunque hay d i s c r e p a n c i a s  
sobre  l a  a p a r i c i ó n  o no de a l t e r a c i o n e s  cromosómicas  
[ 2 6 , 1 7 1 ] .  S in  embargo l a  a f e c t a c i ó n  no l e t a l  p o d r í a  
e x p l i c a r ,  j u n t o  con o t r o s  mecanismos,  l o s  r e s u l t a d o s  
o b t e n i d o s  con c é l u l a s  p r o c e d e n t e s  de f e t o s  de madres  
a l c o h ó l i  c a s .

2 2 )  D u ra n te  e l  22 t r i m e s t r e  de g e s t a c i ó n  en humanos, l o  
que e q u i v a l e  a l o s  d í a s  %11 a 21 en l a  r a t a ,  se puede  
p r o d u c i r  m u e r te  c e l u l a r  y a n o m a l ía s  en l a  m i g r a c i ó n  
de c é l u l a s  n e r v i o s a s .  De hecho se han e n c o n t r a d o  a g e -  
n e s i a s  r e g i o n a l e s ,  h e t e r o t o p i a s  y d e s o r g a n i z a c i ó n  de 
l a  e s t r u c t u r a  t i s u l a r ,  m i c r o c e f a l  i a por  p é r d i d a  c e 
l u l a r ,  e t c .  [ 3 6 , 1 0 5 , 1 7 6 , 2 8 0 1 .  P u e s to  que l o s  p r o c e s o s  
g l i a l e s  c o n s t i t u y e n  l a  base p a r a  l a  m i g r a c i ó n  de l a s  
n e u ro n a s ,  c u a l q u i e r  a l t e r a c i ó n  en l a  m a d u ra c ió n  de 
l a s  c é l u l a s  r a d i a l e s  g l i a l e s  ( p r e c u r s o r a s  de a s t r o c i 
t o s  [ 1 9 1 , 1 9 2 1 )  c o n l l e v a r í a  a una a l t e r a c i ó n  de l a  m i 
g r a c i ó n  n e u r o n a l .  N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  m o r f o l ó g i c o s  e 
in m u n o c i to q u ím i  eos  a p o y a r í a n  e s t e  mecanismo ya  que 
hemos o b s e rv a d o  un i m p o r t a n t e  r e t r a s o  en l a  c a p a c i d a d  
de m a d u ra c ió n  de l a s  c é l u l a s  p r e n a t a l m e n t e  e x p u e s t a s  
a l  e t a n o l .

3 2 )  A p a r t i r  de l a  m i t a d  de l  22 t r i m e s t r e  de g e s t a c i ó n  y 
h a s t a  f i n a l  de l  22  aflo de v i d a  en humanos, o de l  d í a  
1 7 - 1 8  de g e s t a c i ó n  h a s t a  e l  £s252 d í a  p o s t n a t a l  en 
r a t a s ,  se p r o d u c i r í a  un r e t r a s o  en e l  d e s a r r o l l o  y en 
l a  m i g r a c i ó n  c e l u l a r  a s í  como a l t e r a c i ó n  en e l  e s t a 
b l e c i m i e n t o  de c o n e x i o n e s  (como g l í a - n e u r o n a , g l í a -  
vasos  s a n g u í n e o s ,  e t c ) ,  que d a r í a n  l u g a r  a d i s f u n 
c i o n e s  en e l  c o m p o r t a m ie n t o  y d é f i c i t s  n e u r o l ó g i e o s .  
N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  p a r e c e n  c o i n c i d i r  con e s t a  h i p ó 
t e s i s  ya que l o s  a s t r o c i t o s  e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  Min 
v i  t r o " ,  o b t e n i d o s  t a n t o  de c e r e b r o s  de f e t o s  c o n t r o 
l e s  como e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l ,  p r e s e n t a n  un d e s a r r o 
l l o  g e n e r a l  d i s m i n u i d o  o r e t r a s a d o .  Además e n c o n t r a 
mos una d i s m in u c ió n  t a n t o  en e l  c o n t e n i d o  como en l a  
s í n t e s i s  de m a c ro m o lé c u 1 a s . E s tá  g e n e r a lm e n t e  a c e p t a 
do que d ic h o s  c o m p u es to s ,  como son l a s  p r o t e í n a s  y 
l o s  á c i d o s  n u c l e i c o s ,  desempefian un pape l  i m p o r t a n t e  
en l a s  f u n c i o n e s  de m e m o r ia ,  a p r e n d i z a j e ,  e v o c a c i ó n ,  
r e t e n c i ó n  e i n c l u s o  i n t e l i g e n c i a  [ 2 0 0 1 ; por  t a n t o  es  
r a z o n a b l e  p e n s a r  que l a  d i s m in u c ió n  o b s e r v a d a  de 
d i c h a s  m a c ro m o lé c u 1 as  en l a s  c é l u l a s  e x p u e s t a s  al  
a l c o h o l  ( e s p e c i a l m e n t e  l a s  e x p u e s t a s  " i n  v i v o " )  
pueden s e r  en p a r t e  r e s p o n s a b l e s  de l a  a l t e r a c i ó n  de 
d i c h a s  f u n c i o n e s  c e r e b r a l e s .
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Además de l o s  a s t r o c i t o s ,  p o d r í a n  e s t a r  a f e c t a d a s  
o t r o s  t i p o s  de c é l u l a s  n e r v i o s a s ,  como p a r e c e  i n d i c a r l o  
l o s  e s t u d i o s  sobre  b i o p s i a s  y n e c r o p s i a s  [ 3 6 , 1 7 6 , 2 8 0 3 .  
N o s o t r o s  es tam os i n i c i a n d o  c u l t i v o s  p r i m a r i o s  de n e u ro n a s  
de r a t a ,  y r e s u l t a d o s  p r e l i m i n a r e s  p a r e c e n  i n d i c a r  que 
t am b ié n  se a f e c t a  su c r e c i m i e n t o  y d i f e r e n c i a c i ó n  por  l a  
e x p o s i c i ó n  a l  a l c o h o l ,  l o  que pensamos que puede t e n e r  
una t r a s c e n d e n c i a  muy s i g n i f i c a t i v a  en l a  e x t r a p o l a c i ó n  
a l  s ín d ro m e  a l c o h ó l i c o  f e t a l .
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I -  EFECTO DE LA EXPOSOCION AL ALCOHOL SOBRE LOS HEPATOCITOS 
DE RATAS FETALES Y NEONATALES

1 * -  P a r t i e n d o  de h í g a d o s  de r a t a s  F e t a l e s  y n e o n a t a l e s  se ha 
c o n s e g u id o  un buen a i s l a m i e n t o  de h e p a t o c i t o s ,  con un 
a l t o  g r a d o  de r e c u p e r a c i ó n  y  v i a b i l i d a d .

2 á -  T r a s  l a  i n c o r p o r a c i ó n  de 8H - l e u c i n a  en h e p a t o c i t o s  a i s 
l a d o s  de F e t o s  p r e n a t a l m e n t e  e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l  se ob
s e r v a r o n  dos e F e c t o s  con r e s p e c t o  a 1 os c o n t r o l e s :

a )  Una l i g e r a  d is m in u c ió n  en l a  i n c o r p o r a c i ó n  de d i c h o
a m in o á c id o  en l o s  h e p a t o c i t o s ,  j u n t o  con una r e t e n 
c i ó n  de l a s  p r o t e í n a s  s i n t e t i z a d a s ,  que es más e v i 
d e n t e  a l a r g o s  t ie m p o s  de d es m a rca .

b )  M e d i a n t e  t é c n i c a s  a u t o r r a d i o g r á F i  c a s  se ha d e m o s t r a 
do que d i c h a  r e t e n c i ó n  de p r o t e í n a s  t i e n e  l u g a r  en 
e l  r e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  ru g o s o  a s í  como en e l  a p a 
r a t o  de G o l g i ,  observán d o se  un r e t r a s o  en su p r o c e 
s a m i e n t o  h a c i a  sus  l u g a r e s  de d e s t i n o .

E s t o s  r e s u l t a d o s  p a re c e n  i n d i c a r  que l a  e x p o s i c i ó n  a l  
a l c o h o l  p roduce  una d i s m in u c ió n  en l a  s í n t e s i s  y p r o c e 
s a m i e n t o  de l a s  p r o t e í n a .

3 1 -  P a r a  e s t u d i a r  e l  p r o c e s o  de g l i  cos í  1a c i ó n  de p r o t e í n a s  
se i n c o r p o r ó  *H-manosa y  8H - g a l a c t o s a  en h e p a t o c i t o s  
a i s l a d o s  de r a t a s  c o n t r o l e s .  El e s t u d i o  a u t o r r a d i o g r á F i -  
co m o s t r ó :

a )  La 8H-m anosa,  que se i n c o r p o r a  en l a  Fase i n i c i a l  de 
d i c h o  p r o c e s o ,  di  ó una a c u m u la c ió n  i n i c i a l  de m arcas  
en e l  r e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  r u g o s o .  P o s t e r i o r m e n t e  
e s t a s  p r o t e í n a s  m arcad as  se l o c a l i z a r o n  en e l  a p a r a 
t o  de G o lg i  y  F i n a l m e n t e  en l a  p e r i F e r i a  c e l u l a r .

b )  La 8H - g a l a c t o s a ,  a z ú c a r  que se i n c o r p o r a  en l a s  ú l 
t i m a s  Fas es  de l  p r o c e s o  de g l i c o s i 1a c i ó n , d i o  i n i 
c i a l m e n t e  una a b u n d a n c ia  de p r o t e í n a s  m arcadas  en e l  
a p a r a t o  de G o lg i  que d i s m in u y e r o n  con e l  t i e m p o ,  
a p a r e c i e n d o  é s t a s  F i n a l m e n t e  en l a  p e r i F e r i a  c e l u -  
1 a r .

4 a -  D u r a n t e  l a  i n c o r p o r a c i ó n  de 5H-manosa y 8H - g a l a c t o s a  en 
h e p a t o c i t o s  a i s l a d o s  de F e t o s  e x p u e s t o s  al  a l c o h o l  se 
o b s e rv ó  un r e t r a s o  en l a  d e s a p a r i c i ó n  de m a r c a s ,  t a n t o  
en e l  r e t í c u l o  e n d o p lá s m ic o  ru g o s o  como en e l  a p a r a t o  de 
G o l g i ,  j u n t o  con un menor número de é s t a s  en l a  p e r i 
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f e r i a  c e l u l a r  en l o s  ú l t i m o s  t iem p o s  de d e s m a rc a .  E s to s  
r e s u l t a d o s  s u g ie r e n  que l a  e x p o s i c i ó n  p r e n a t a l  a l  a l c o 
hol  a l t e r a  l a  g l i  eos  i 1a c i ó n  y t r a n s p o r t e  de g l i c o p r o t e í -  
n a s ,  p r i n c i p a l m e n t e  d u r a n t e  su p r o c e s a m ie n t o  en e l  a p a 
r a t o  de G o l g i .

5 § -  La s e p a r a c i ó n  de l a s  d i f e r e n t e s  s u b p o b l a c i o n e s  de hep a 
t o c i t o s  de r a t a s  n e o n a t a l e s  m e d ia n t e  un g r a d i e n t e  d i s 
c o n t i n u o  de d e n s id a d ,  d i o  l u g a r  a l a  o b t e n c i ó n  de 7 
f r a c c i o n e s  c e l u l a r e s .  De to d a s  e s t a s  f r a c c c i o n e s ,  l o s  
r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  por  d i f e r e n t e s  p r o c e d i m i e n t o s  f u e 
ron  :

a )  Las  f r a c c i o n e s  F2 y F6  m o s t ra b a n  c a r a c t e r í s t i  cas  
b i o q u í m i c a s  y u l t r a e s t r u c t u r a l e s  de h e p a t o c i t o s  de 
l a  zona per  i venosa y p e r i p o r t a l ,  r e s p e c t i v a m e n t e .

b )  Las  c é l u l a s  de l a s  f r a c c i o n e s  F3 a F5 p r e s e n t a b a n  
c a r a c t e r í s t i c a s  de l o s  h e p a t o c i t o s  de l a  zona  i n t e r -  
medi a .

c )  Las  enz im as  que i n t e r v i e n e n  en e l  m e t a b o l is m o  del  
e t a n o l ,  t a l e s  como a l c o h o l  d e s h id r o g e n a s a  y a l d e h i d o  
d e s h i d r o g e n a s a s , de a l t a  y b a j a  Km, se l o c a l i z a n  
p r i n c i p a l m e n t e  en l a  f r a c c i ó n  F2 o h e p a t o c i t o s  de l a  
zona  p e r i v e n o s a ,  l o  que c o i n c i d e  con l a  l o c a l i z a c i ó n  
de o t r a s  en z im as  que c a t a l i z a n  l a  b i o t r a n s f o r m a c i ó n  
de x e n o b i ó t i  e o s .

En l a  s e p a r a c i ó n  de h e p a t o c i t o s  de a n i m a l e s  e x p u e s t o s  al  
a l c o h o l  se o b s e r v ó :

a )  Al  ig u a l  que en l o s  c o n t r o l e s ,  l a s  f r a c c i o n e s  F2 y 
F6  o b t e n i d a s  a p a r t i r  de d i c h o s  h í g a d o s  m o s t ra b a n  
l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  g e n e r a l e s  b i o q u í m i c a s  y m o r f o l ó 
g i c a s  p r o p i a s  de l o s  h e p a t o c i t o s  p e r  i ven osos  y p e r i -  
p o r t a l e s ,  r e s p e c t i v a m e n t e .

b )  La a p a r i c i ó n  de unos h e p a t o c i t o s  de m o r f o l o g í a  a n o r 
m a l ,  que hemos denominado " c é l u l a s  d e n s a s ” . E s to s  
h e p a t o c i t o s  a p a re c e n  p r i n c i p a l m e n t e  en l a s  f r a c c i o 
nes i n t e r m e d i a s .

c )  Un e f e c t o  s e l e c t i v o  s o b re  o r g á n u l o s  c e l u l a r e s  dep en 
d i e n d o  de l a  l o c a l i z a c i ó n  i n t r a a c i n a r  de l o s  h e p a t o -  
c i t o s .

d )  En l a  zona p e r i v e n o s a ,  l o s  o r g á n u l o s  c e l u l a r e s  más 
a f e c t a d o s  f u e r o n  l a s  m i t o c o n d r i a s  y e l  a p a r a t o  de 
G o l g i ,  r e s u l t a d o s  que c o i n c i d e n  con l a s  a l t e r a c i o n e s  
más m arcadas que se o b s e r v a n  en h í g a d o s  " i n  s i  tu"  de
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a n i m a l e s  p r e n a t a l m e n t e  e x p u e s t o s  a l  a l c o h o l .

e )  Las  a c t i v i d a d e s  de enz im as  m a r c a d o r a s  de zona tam
b i é n  p a re c e n  i n d i c a r  que l o s  h e p a t o c i t o s  de l a  zona  
p e r i v e n o s a  son más s u s c e p t i b l e s  a l a  a c c ió n  t ó x i c a  
de l  e t a n o l  .

E s t o s  r e s u l t a d o s  in d ic a n  que ,  a l  i g u a l  que en h íg a d o  
a d u l t o ,  l a  t o x i c i d a d  de l  a l c o h o l  se i n i c i a  y p redom ina  
en l a  zona  p e r i v e n o s a  del  a c i n o  h e p á t i c o .

I I -  EFECTO DEL ALCOHOL SOBRE ASTROCITOS EN CULTIVO PRIMARIO.

7 § -  P a r t i e n d o  de c o r t e z a  c e r e b r a l  de - fe tos  de r a t a  a t é r m i 
n o ,  hemos o b t e n i d o  unos c u l t i v o s  p r i m a r i o s  de a s t r o c i t o s  
que p r e s e n t a r o n :

a )  Una a l t a  s u p e r v i v e n c i a  y b a j a  c o n t a m i n a c i ó n  de o t r o s  
t i p o s  c e l u l a r e s ;  e s t o s  ú l t i m o s  d a t o s  se comprobaron  
m e d ia n t e  e l  marcado de l a  p r o t e í n a  -f i b r  i 1 a r  ác i da de 
l a  g l í a ,  m a rc a d o ra  de a s t r o c i t o s .

b )  La m o r f o l o g í a  de e s t a s  c é l u l a s  a l  i n i c i o  del  c u l t i v o  
e r a  l a  p o l i g o n a l  c a r á c t e r í s t i c a  de a s t r o b l a s t o s , ad
q u i r i e n d o  p o s t e r i o r m e n t e  l a  -forma e s t r e l l a d a  p r o p i a  
de a s t r o c i t o s  d i f e r e n c i a d o s  o m aduros .

8 § -  En l o s  c u l t i v o s  c e l u l a r e s  p r o c e d e n t e s  de r a t a s  c o n t r o l e s  
se o b s e r v ó :

a> Una c u r v a  de c r e c i m i e n t o  s i m i l a r  a l a s  d e s c r i t a s  " in  
v i v o * .  Los v a l o r e s  r e f e r i d o s  a l  c o n t e n i d o  y s í n t e s i s  
de p r o t e í n a s ,  ARN y  ADN i n d i c a n  que e x i s t e  un c r e c i 
m i e n t o  e x p o n e n c ia l  d u r a n t e  l o s  p r i m e r o s  d í a s  de c u l 
t i v o  a l  que s ig u e  una f a s e  de e s c a s a  d i v i s i ó n  c e l u 
l a r  que c o r r e s p o n d e r í a  a l a  d i f e r e n c i a c i ó n  m o r f o l ó 
g i c a .

b )  El p a t r ó n  de a c t i v i d a d  de g l u t a m i n a  s i n t e t a s a ,  b u -  
t i l  col  i n e s t e r a s a  y  g l u t á m i c o  d e s h id r o g e n a s a  c o i n c i 
d i ó  con l a  p r o l i f e r a c i ó n  c e l u l a r ,  aumentando d ic h o s  
n i v e l e s  d u r a n t e  l a  p r i m e r a  semana y d is m in u y e n d o  o 
p erm an e c ie n d o  s i n  v a r i a c i ó n  en f a s e s  p o s t e r i o r e s  del  
c u l t  i vo .

c )  El aumento de l o s  n i v e l e s  de a c t i v i d a d  de l a s  e n z i 
mas l i g a d a s  a membrana p l a s m á t i c a  c o i n c i d i ó  con l a  
f a s e  de d i f e r e n c i a c i ó n  c e l u l a r ,  que se m a n i f i e s t a  
m o r f o ló g ic a m e n t e  con l a  a p a r i c i ó n  y f o r m a c ió n  de
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p ro c e s o s  y e s t a b l e c i m i e n t o  de c o n e x i o n e s  c e l u l a r e s .
r  i

9 § -  Los c u l t i v o s  de a s t r o c i t o s  p r o c e d e n t e s  de c e r e b r o s  de 
■fetos c o n t r o l e s  que c r e c i e r o n  " i n  v i  t r o "  en p r e s e n c i a  de 
a lc o h o l  a b a j a s  d o s i s  <25 mM)y m o s t r a r o n :

a )  Un menor c r e c i m i e n t o  g e n e r a l ,  t a l  como se de m u e s t ra  
por  l o s  n i v e l e s  de c o n t e n i d o  y de s í n t e s i s  de l a s  
m a c ro m o lé c u 1 as  m enc ionadas  a n t e r i o r m e n t e .

b)  Un r e t r a s o  en l a  d i f e r e n c i a c i ó n  c e l u l a r ,  dem o s trad o  
por  una d i s m in u c ió n  en l o s  n i v e l e s  de a c t i v i d a d  de 
l a s  en z im as  l i g a d a s  a membranas p l a s m á t i c a s .  E s to  
c o i n c i d e  con un menor d e s a r r o l l o  m o r f o l ó g i c o  de sus  
p r o c e s o s .

D ic h a s  a l t e r a c i o n e s  f u e r o n  más m arcad as  cuando l a  con
c e n t r a c i ó n  de e t a n o l  en e l  m ed io  f u é  mayor <100 mM).

1 0 § -  Los a s t r o c i t o s  o b t e n i d o s  de c e r e b r o s  de f e t o s  e x p u e s t o s  
p r e n a t a l m e n t e  a l  a l c o h o l  y c u l t i v a d o s  en a u s e n c i a  de 
é s t e ,  m o s t r a r o n  m arcad as  d i s m i n u c i o n e s  t a n t o  en el  
c o n t e n i d o  y s í n t e s i s  de ADN y p r o t e í n a s  como en l o s  
n i v e l e s  de a c t i v i d a d  de l a s  e n z im a s  e s t u d i a d a s .

E s to s  r e s u l t a d o s  i n d i c a n  que t a n t o  e l  c r e c i m i e n t o  como 
l a  d i f e r e n c i a c i ó n  c e l u l a r  e s t á n  a f e c t a d o s  en su o r i g e n ,  
es d e c i r  que l a s  c é l u l a s  p r e c u r s o r a s  de l o s  a s t r o c i t o s  
e s t a r í a n  daftadas por  su e x p o s i c i ó n  p r e n a t a l  a l  a l c o h o l .  
Las a l t e r a c i o n e s  o b s e r v a d a s  en e s t o s  c u l t i v o s  son más 
n o t a b l e s  s i  además e s t a s  c é l u l a s  c r e c e n  " i n  v i  t r o "  en 
p r e s e n c i a  de e t a n o l  <25 mM).

1 1 § -  F i n a l m e n t e ,  p u e s to  que l o s  a s t r o c i t o s  desempefian un 
pape l  fu n d a m e n ta l  en l o s  p r o c e s o s  de m i g r a c i ó n  n e u r o n a l ,  
e s t a b l e c i m i e n t o  de c o n e x io n e s  g l í a - n e u r o n a , r e g u l a c i ó n  
del  m ic r o a m b ie n te  n e u r o n a l ,  e t c . ,  t o d a s  l a s  a l t e r a c i o n e s  
i n d u c i d a s  por e l  e t a n o l  s o b re  e s t a s  c é l u l a s ,  t a n t o  " i n  
v i v o *  como " i n  v i  t r o " ,  p o d r í a n  a l t e r a r  d i c h o s  p r o c e s o s  y 
c o n s t i t u i r  uno de l o s  mecanismo i m p l i c a d o s  en l a s  a l t e 
r a c i o n e s  del  s i s t e m a  n e r v i o s o  c e n t r a l  d e s c r i t a s  en e l  
síndrom e a l c o h ó l i c o  f e t a l .
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"ESTUDIO EXPERIMENTAL DEL SINDROME ALCOHOLICO FETAL: ALTERACIONES EN EL DESARRO

LLO DE HEPATOCITOS, Y DE ASTROCITOS EN CULTIVO PRIMARIO".

Tesis Doctoral presentada por MARIA SANCHO-TELLO VALLS.

La exposición prenatal al alcohol causa una serie de alteraciones que cons

tituyen el Síndrome Alcohólico Fetal (SAF). Debido a la obvia dificultad que re

presenta trabajar en humanos se ha tratado de reproducir dicho síndrome en ani

males experimentales.

En nuestro laboratorio desarrollamos un modelo que reproduce, en la rata, 

gran parte de las alteraciones que se observan en niños con SAF, entre las que 

destaca un menor crecimiento cerebral con retraso en el desarrollo de las célu

las nerviosas. Además, observamos alteraciones en la estructura y funciones de 

los hepatocitos, alteraciones hormonales, etc. Basándonos en las alteraciones 

observadas en dichos animales, y debido a la dificultad de esclarecer "in vivo" 

los mecanismos básicos de actuación del alcohol, pretendimos estudiar su efecto 

sobre células aisladas de hígado y cerebro de animales en desarrollo, puesto que 

es en estos órganos donde encontramos las alteraciones más marcadas..

Los objetivos de este trabajo han sido desarrollar un procedimiento para 

aislar hepatocitos de ratas fetales y neonatales, estudiando algunas de sus fun

ciones, como la síntesis y glicosilación de proteínas, por métodos bioquímicos 

y autorradiográficos. Al mismo tiempo, debido a la existencia de una toxicidad 

selectiva del alcohol en hepatocitos de diferentes zonas del acino hepático, 

desarrollamos un procedimiento para separar los hepatocitos en subpoblaciones, 

caracterizando especialmente los de las zonas periportal y perivenosa, por dis

tintos métodos. Este estudio se ha realizado en ratas fetales o neonatales ex

puestas pre y postnatalmente al alcohol, y en sus respectivos controles.

Se ha obtenido un buen aislamiento celular, con un alto grado de pureza y 

viabilidad. Los hepatocitos obtenidos de fetos expuestos al alcohol presentaron 

una disminución de la síntesis de proteínas junto con una alteración en el pro

ceso de glicosilación de éstas. En cuanto a la separación de hepatocitos en sub

poblaciones, dos de éstas presentaban características bioquímicas y morfológicas 

de células periportales y perivenosas. Las subpoblaciones aisladas de ratas ex



puestas al alcohol mostraron alteraciones más marcadas (tanto bioquímicas como 

ultraestructurales) en los hepatocitos de la zona perivenosa.

Por otra parte, para estudiar el efecto directo del etanol sobre el desa

rrollo del sistema nervioso, y debido a la dificultad de estudiar dicho efecto 

"in vivo", tanto por la complejidad de dicho sistema como por los efectos que 

se asocian al consumo de alcohol, se ha recurrido al aislamiento y cultivo de 

un tipo de célula nerviosa, eligiendo los astrocitos por las importantes funcio

nes que desempeñan tanto en el cerebro adulto como durante su desarrollo.

Los objetivos han sido caracterizar estos cultivos mediante la evaluación 

de la proliferación y diferenciación de dichas células, cuantificando el conte

nido y síntesis de macromoléculas (ADN, ARN y proteína), actividades de enzimas 

marcadoras y ligadas a membranas, y morfología de las células en cultivo. Los 

astrocitos se obtuvieron de fetos de rata expuestos prenatalmente al alcohol, 

así como de sus correspondientes controles. Además se ha estudiado el efecto del 

alcohol "in vitro" sobre el crecimiento y maduración de las células de ambas 

procedencias.

Se ha obtenido unos cultivos de astrocitos con un crecimiento y diferencia

ción semejantes a los descritos previamente, con un alto grado de viabilidad y 

pureza (medido mediante la presencia de la proteína fibrilar ácida de la glía, 

marcadora de astrocitos). La presencia de alcohol "in vitro" determinó una dis

minución del contenido y síntesis de las macromoléculas estudiadas, a lo largo 

de todo el tiempo del cultivo (3-4 semanas); también se observó una disminución 

en la actividad de enzimas marcadoras de astrocitos así como de las ligadas a 

la membrana plasmática. Las células procedentes de fetos expuestos al alcohol 

y cultivadas en ausencia de este tóxico, presentaron una disminución del conte

nido y síntesis de dichas macromoléculas, así como de las actividades enzimáti- 

cas estudiadas. Dichas disminuciones fueron más evidentes cuando estos astroci

tos crecieron "in vitro" en presencia de alcohol.

Estos resultados pueden esclarecer algunos de los mecanismos básicos impli

cados tanto en las disfunciones cerebrales como en la toxicidad hepática que se 

observan en el Síndrome Alcohólico Fetal.


