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1. CONSUMO DE ALCOHOL EN ESPARNA.

El consumo de bebidas alcohé6licas se conoce desde
hace milenios, cuando el hombre, ademis de cultivar fru-
tos y granos, aprendidé a fermentar sus jugos. Desde en-—
tonces el consumo de alcohol ha estado intimamente unido
a diversos aspectos magicos, sagrados ¥y sociales en las
diferentes culturas que han poblado los cinco continen-
tes.

Hoy en dia se sigue consumiendo bebidas alcohélicas
en todo el mundo. En nuestra sociedad es la toxicomania
ma&s frecuente, constituyendo unoc de los m&s graves pro-
blemas de salud puablica. Para hacernos una idea de la
magnitud del problema basta recordar que actualmente en
Espafia el 70X de la poblacién consume bebidas alcohé6li-
cas, de 1los que més del 11X son bebedores de cantidades
altas o excesivas (>75 cc de alcohol puro/diad, lo que
supone unos 4 millones de personas [103]1. Esta cifra se
incrementa constantemente debido principalmente al au-
mento del numero de mujeres que se incorporan a los habi-
tos de bebida y de jévenes, que empiezan a consumir bebi-
das alcohélicas a una edad cada vez més temprana. Estos
porcentajes son similares a los publicados en 1a mayoria
de paises de Europa y Norteamérica.

La cantidad de alcochol que consume la poblacién es—
pafiola también aumenta afio tras affo. Asi, mientras en la
pasada década se bebia una media de 14,5 litros de etanol
absoluto por habitante y affo, las uGltimas estadisticas
dan wunos datos de 19,2 litros, 1o que coloca a Espafia en
la tercera posicién de paises consumidores de alcohol
£1031].

El consumo de etanol produce lesiones en casi todos
los sistemas del organismo, favoreciendo la aparicién de
alteraciones clinicas tan diversas como cardiomiopatia,
gastritis, pancreatitis, cirrosis hepatica, alteraciones
sanguineas y metabélicas, neuropatias, demencia, etc.
Ademas es causa directa de numerosos accidentes, tanto
laborales como extralaborales, 1o que en conjunto lleva a
que la tercera causa mas frecuente de muerte en Espafia
sea debida al consumo de alcohol [64].

8i dicho consumo por el hombre constituye un grave
problema social, atn 1o constituye mé&s por parte de la
mujer, ya que Gltimamente se ha descrito la aparicién de
graves alteraciones en niflos cuyas madres habian consu-
mido alcohol durante 1a gestacién. Es Espafia se calcula
que hay unas 800.000 mujeres que consumen crénicamente
alcohol, de las que 500.000 se encuentran en edad fértil
[141, 1o que puede constituir un grave problema de salud
publica, dada la trascendencia social de esta afectacién



Yy 1a escasa posibilidad de recuperacién de estos nifios.

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

Desde hace mucho tiempo se sospechaba que el alcohol
consumido durante la gestacién tenia consecuencias graves
en la descendencia; segin el Antiguo Testamento, un &ngel
anuncié a la madre de Sansén "Concebirds y daris a luz un
hijo; desde ahora guardate de beber vino o licor*
(Jueces, 13:3-4).

En los ualtimos 300 afios se han hecho muchas obser-
vaciones y trabajos que igualmente apoyan la creencia que
el alcoholismo materno durante el embarazo podia producir
datio en la descendencia, como son los informes presenta-
dos por el Colegio de Médicos al Parlamento Brit&nico en
1726 durante la "epidemia de ginebra® [2721 y por un co-
mité a la Casa de los Comunes en 1834 [104], o como los
trabajos publicados en Inglaterra [64,247] y Francia
[120] hace casi 100 afios.

‘M&s recientemente se han publicado trabajos (124,
211] que describen una serie de anomalias comunes apare-—
cidas en hijos de madres alcohélicas; pero no fué hasta
1973 cuando Jones y Smith [106,107]1 caracterizaron este
patrén de alteraciones, denominando a esta nueva entidad
clinica "Sindrome Alcohélico Fetal®", o también denominada
“"Embriofetopatia Alcohélica™ [144].

Hoy se sabe que la exposicién prenatal al alcohol
puede dar lugar a una amplia gama de efectos adversos. En
la figura 1 (tomada de [245]1) se presentan los resul tados
de unos estudios estadisticos en los que se ha tratado de
relacionar pautas y dosis de consumo de alcohol por la
madre, con los efectos sobre la descendencia. Como puede
observarse en dicha figura, la gravedad de los efectos es
gradual y est& directamente relacionada con el consumo
materno de alcohol, observandose las alteraciones méas
marcadas en hijos de mujeres alcohélicas crénicas o que
han consumido elevadas cantidades de alcohol durante 1la
gestacién. El1 efecto ma&s grave, ademids de la muerte
perinatal, es la aparicién del Sindrome Alcohélico Fetal
(S.A.F).



[f Mortalidad perinatal
|f Sindrome alcohdélico fetal
” CI de los nifios
Desarrollo mental y psicomotor del nifio
|f Malformaciones mayores O menores

| Puntuaciones del Test de APGAR y del estado
neonatal

Alteraciones en el comportamiento neonatal
|f Mortinatos
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Abstemias Bebida social Abuso del alcohol Alcoholismo

Figura 1. Espectro de los efectos del alcohol sobre
el feto en relacion con el consumo de alcohol ma-
terno (tomado de C2453).



3. SINDROME ALCOHOLICO FETAL.

3.1. CARACTERISTICAS PRINCIPALES.

Este sindrome engloba una serie de alteraciones en
diversas partes del organismo, que se pueden clasificar
en 4 grupos principales:

a) Disfuncién del sistema nervioso central.
b)> Deficiencia en el crecimiento.
c) Cuadro caracteristico de alteraciones faciales.

d) Malformaciones mayores ¥y menores en distintos érga-
nos, que se asocian en mayor o menor grado a las an-
teriores.

Todas estas alteraciones que pueden presentar los
niffles con S.A.F., asi como su frecuencia de aparicién, se
muestran en las Tablas 1 ¥y 2 (tomadas de [371).

No siempre aparece el cuadro tipico completo de
S.A.F., sino que frecuentemente se observan formas incom-
pletas o parciales, que se denominan F.A.E. ("Fetal Alco-
hol Effects"), es decir, efectos del alcohol sobre el
feto.



TABLA 1. Caracteristicas principales del sindrome alcohélico fetal.

Caracteristica Manifestacién

"Disfuncién del sistema nervioso central:
Intelectual Retraso mental leve a moderado (%)

Neurolégico Microcefalia (%)
Escasa coordinacién; hipotonia (+)

Comportamiento Irritabilidad en 1a infancia (%)

Hiperactividad en la nifiez (+>

Deficiencia en el crecimiento:
Prenatal {2 D.S. de longitud y peso (%)

Postnatal {2 D.S. de longitud y peso (%)
Tejido adiposo desproporcionalmente disminuido (+)
Caracteristicas faciales:

Ojos Fisuras palpebrales pequefias (%)

Nariz Corta; antevertida (+
Philtrum hipoplasico (%)

Maxilar Hipoplasico ()
Boca Bermellén labial superior delgado (%)

Retrognatia en la infancia (%)
Micrognatia o prognatia relativa en adolescentes (+)

Aparece en >80% (%) y en el S5S0-80Y% (+) de los pacientes.



TABLA 2. Caracteristicas asociadas al sindrome alcohélico fetal.

Area

Ojos

Orejas

Boca

Cardiaca

Geni to-
urinaria

Cutéinea

Esquelética

Muscular

Frecuente (%)

Ptosis; estrabismo;
pliegues epicanticos

Rotacién posterior

Pliegues palatinos laterales
prominentes

Murmullos, especialmente en la
primera infancia, en general
por defecto del septo atrial

Hipoplasia labial en nifias

Hemangiomas

Pliegues palmares aberrantes;
pectus excavatum

Ocasional (+)

Miopias microftalmia clinicaj
blefarofimosis

Pabellones auriculares poco
desarrollados

Labio leporino, paladar hendido;
dientes hipoplasicos con esmalte
defectuoso

Defecto del septo ventricular;

anomalias en los grandes vasos;
tetralogia de Fallot

Hipospadiasj rifiones poco rotados;
hidronefrosis

Hirsutismo en la infancia

Movimientos articulares limitados,
principalmente en dedos y codosj;
hipoplasia ungueal, especialmente
del 52 dedo; polidactilia; sinés-
tosis radio—-cubital; pectus cari-
natum; xifoides bifida; sindrome
de Klippel-Feil; escoliosis

Hernia diafragmatica, umbilical o
inguinal; didstasis de los rectos

Aparece en el 25-50% (#) y en (254 (+) de los pacientes.



3.2. FRECUENCIA DE APARICION.

La frecuencia del S.A.F. depende de muchos factores,
entre los que cabe destacar: el reconocimiento de este
nuevo sindrome por 1los <clinicos, la realizacién de
historias clinicas detalladas de las madres (especial-
mente en lo que respecta al consumo de alcohol), asi como
diferencias en el consumc de bebidas alcohélicas en cada
pais, ¥ dentro de éstos, variacién segin las regiones,
razas, etc. :

Todos estos factores hacen que l1a frecuencia del
S.A.F. varie enormemente de unas estadisticas a otras,
siendo los valores m&s altos de 1/100 recién nacidos vi-
vos [1]1 ¥ 1os mas bajos de 1/2.500 [237]1. Aunque en Espa-—
fia no existe ningin estudio epidemiolégico completo, se
han dado cifras de 1/500 recién nacidos vivos [33].

Recientemente se ha realizado un estudio en el que
se recoge la mayoria de las estadisticas publicadas. En
é1 se estima que la incidencia media del S.A.F. en paises
occidentales es de 1,9/1.000 nacimientos [?], 1legé&ndose
a la conclusién de que este sindrome es la principal
causa conocida de retrasoc mental en el mundo occidental,
aventajando incluso a las que eran consideradas m&s fre-—
cuentes, como son el sindrome de Down y los defectos de
cierre del tubo neural, cuyas frecuencias son de 1,25 y
1/1.000, respectivamente [8].

3.3. FACTORES DE RIESGO.

En base a 1os numerosos trabajos aparecidos en los
daltimos afios, actualmente es un hecho establecido que el
alcohol es un teratégeno ¥y que su consumo durante el
embarazo es el responsable del desarrollo del S.A.F. ¥
F.A.E.

Sin embargo, al igual que otros teratégenos, el eta-—
nol no ejerce un efecto uniforme y constante en los des-—
cendientes de mujeres que han consumido alcohol durante
la gestacién. Esto se debe a que existen una serie de
factores que predisponen o favorecen la aparicién de las
distintas alteraciones y en diferentes grados de intensi-
dad. Los principales factores, considerados de alto ries-
go, se enumeran a continuacién.

3.3.1. DOSIS DE ALCOHOL.
En base a los estudios realizados, parece ser que la

dosis de alcohol es uno de los factores de mas alto ries—
go. Aunque no ha sido fijada la cantidad minima diaria de



etanol que produce efectos adversos en la descendencia,
si se puede hablar :.de una relacién dosis—-efecto, como
puede observarse en el siguiente esquema (tomado de
[931), en el que se expresa el riesgo de aparicién de
E.F.A./S.A.F. segiun el consumo de etancl absoluto <(en
g/dial):

g/dia: 0 24 a8 70 95 118

riesgo: bajo 10% 204 30-50% 757%

A dosis bajas de etanol (<20 g/dia) no se encuentran
efectos o, en general, son muy ligeros [43,91,251],
mientras que dosis altas (>S5S0 g/dia) ya se considera un
riesgo importante, con aparicién de numerosas afecciones
(37,43,121,2511.

3.3.2. PERIODOS CRITICOS DE EXPOSICION.

Uno de 1los periodos mé&s vulnerables a la accién
teratogénica del alcohol parece ser el primer trimestre
de embarazo, en particular entre las semanas 43 y 102,
qQue coirresponde al periodo de embriogénesis [55,217].
Durante este periodo el alcohol, como otros teratégenos,
puede actuar produciendo graves malformaciones funciona-
les o morfolégicas en todos los sistemas del organismo,
que pueden dar lugar a abortos esponténeos.

Sin embargo, para el sistema nervioso central se
pueden distinguir tres periodos «criticos [47,2171. En
humanos, el primer periodo, en el que se forma el tubo
neural, coincide con el citado anteriormente (embriogé-
nesis). En el segundo se produce la diferenciacién y mi-
gracién celular, y se corresponde con el 22 trimestre del
embarazo. En el dltimo periodo critico se produce un cre-—
cimiento muy rapido del cerebro ("brain growth spurt®)
con gran desarrollo de células gliales, mielinizacién y
conexiones neurales, comenzando a mitad del 22 trimestre
y concluyendo al final del 292 afio de vida.

3.3.3. SUSCEPTIBILIDAD GENETICA.

Existen diferencias individuales y raciales en la
velocidad de eliminacién del etanol y sus metabolitos, de
manera que cuanto mayor sea la capacidad materna de eli-
minarlos, menor seré& el tiempo de exposicién fetal y por
tanto menor riesgo de aparicién de malformaciones. Esta
variacién en la velocidad de eliminacién depende funda-
mentalmente de los niveles de las enzimas que metabolizan
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el etanol, asi como de las caracteristicas de éstas que
posea cada individuo, como se ver& mas adelante (apartado
4.1.).

Ademas de 1la susceptibilidad genética materna hay
que considerar la fetal [245], ya que varios estudios han
comprobado que gemelos tanto univitelinos como bivite-
linos pueden presentar diferente afectacién tras 1la
exposicién prenatal al alcohol [34,35,58,227].

3.3.4. NUTRICION.

El1 alcohol provoca una maltnutricién primaria ya que,
aunque su completa oxidacién genera 7,1 cals/g [2731,
éstas son "calorias vacias®" puesto que carece de minera-
les, proteinas ¥ vitaminas. También provoca malnutricién
secundaria por interferencia con los procesos de
absorcién, metabolizacién y eliminacién de otros nutrien-
tes [99,1401].

Sin embargo, 1a desnutricién "per se®, ni siquiera
en las condiciones de severa inanicién {2351, da lugar a
la aparicién de las malformaciones que aparecen en el
S.A.F. Por otra parte, se ha visto que el alcohol produce
tanto una alteracién en el transporte de nutrientes a
través de 1la barrera placentaria [62,236], como una
inhibicién directa sobre el crecimiento embrionario "in
vitro* [32].

Por todo ello se puede concluir que la malnutricién
materna (tanto primaria como secundaria), es un factor de
riesgo que puede potenciar el efecto del etanol sobre el
retraso en el crecimiento de los tejidos fetales [5,62].

3.3.5. CONSUMO DE OTRAS DROGAS.

El abuso en el consumo de tabaco, café y otras
drogas (heroina, metadona, LSD, dolantina, barbituricos,
etc.), frecuentemente va unido a la ingesta de alcohol.
Su uso durante el embarazo se ha asociado con efectos
adversos en la descendencia, tales como retraso de creci-
miento, aumento de abortos espontineos y de 1a mortalidad
perinatal, alteraciones en el comportamiento y aparicién
de algunas malformaciones [20,25,43].

Sin embargo, el patrén de malformaciones es diferen-
te al que aparece en los nifios con S.A.F., por 10 que se
ha sugerido que la asociacién de estas drogas con el
alcohol, potenciaria 1la accién teratogénica de éste
[149,2371.
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3.3.6.ESTADIO DE LA ENFERMEDAD ALCOHOLICA MATERNA.

La enfermedad alcohélica materna no se habia consi-
derado como factor de riesgo hasta hace 4 6 5 afios; sin
embargo, actualmente se piensa que puede ser otro de los
factores de mas alto riesgo, incluso mayor que la dosis
de alcohol ingerida, para la aparicién del S.A.F. [146].
De hecho, aunque se ha observado que 1la incidencia de
nifios con S.A.F. es mayor en hijos de madres alcohélicas
crénicas (25/1.000 nacimientos) que en la poblacién gene-
ral [237]1, actualmente hay evidencias que apoyan la exis-—
tencia de una correlacién directa entre la gravedad de
las manifestaciones en 1os niffos con S.A.F. ¥ la fase del
alcoholismo materno [144,231).

Por otra parte, algunos autores han observado que
cuando una mujer alcohélica crénica se abstiene de beber
alcohol durante la gestacién, tiene un hijo que, aunque
no presenta sintomas del S.A.F., puede tener una disminu-
cién de peso al nacer [121,140,247]1, por 1o que debe
haber algiun cambio fisiolégico en los grandes consumi-—
dores de alcohol que no revierte inmediatamente tras la
suspensidén de la ingesta alcohélica [245].

Por tanto, parece ser que la gravedad de la
enfermedad alcohélica materna influye tanto sobre la
frecuencia de aparicién del cuadro completo del S.A.F.
como en la gravedad de las manifestaciones [144].

3.3.7. FACTORES SOCIOECONOMICOS.

Aunque se han encontrado nififos con S.A.F. en todas
las clases sociales, algunos autores han asociado una
mayor frecuencia entre las clases sociales mas bajas, con
algin factor de riesgo asociado al estado sociceconémico
[45,244]. Esto se debe a que este factor engloba a otros
muchos como son la raza, edad, numero de hijos, recursos
econémicos, cuidado obstétrico, etc., asi como la nutri-
cién, consumo de otros téxicos o salud materna ya mencio-
nados, los cuales se asocian con mayor frecuencia en las
clases sociales mas bajas, potenciando en mayor o menor
grado la accién teratogénica del etanol [4,5].
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4. METABOLISMO DEL ETANOL. AGENTE CAUSAL DEL S.A.F.:
¢ALCOHOL O ACETALDEHIDO?. B}

4.1. METABOLISMO DEL ETANOL.

El etanol se absorbe por difusién a lo largo de todo
el tracto gastrointestinal, alcanzando los niveles maxi-
mos en sangre entre los 20 y 120 min [244] con unos valo-
res de 20-30 mM tras una ingesta moderada de alcohol, ¥ a
mas  de. 40 mM tras grandes dosis [92]. Una vez absorbido,
se distribuye por todos 1los tejidos, proporcionalmente a
su contenido en agua [33].

El estudio del metabolismo del alcohol es de gran
importancia puesto que 1l1a duracién y extensién de sus
efectos téxicos van a depender de su metabolismo. En
condiciones normales se metaboliza a wuna velocidad de
2,6-3,2 mmoles/Kg/h, siendo el higado el principal érgano
responsable de ello (2 mmoles/min). Otros érganos parti-
cipan en menor medida a su metabolizacién, y el 10-134 de
1o absorbido es eliminado sin ser metabolizado por la
respiracién, sudor y orina [127].

En el higado, el etanol es oxidado a acetaldehido ¥
éste a acetato; parte del acetato se metaboliza en el
propio higado dando €CO; ¥y agua, o es convertido en otros
metabolitos intermediarios como cuerpos ceténicos o 4&ci-
dos grasos; el resto del acetato se vierte al torrente
sanguineo y se transforma igualmente en CO; ¥ agua en
otros tejidos. En condiciones normales, tras la ingesta
de alcohol se elevan los niveles sanguineos de acetalde-
hido a 2 BM [182]1 y de acetato a =2 mM [248].

4.1.1. SISTEMAS ENZIMATICOS DE OXIDACION DEL ETANOL.

Los sistemas enzim&ticos capaces de oxidar etanol a
acetaldehido son tres:
4.1.1.1. ALCOHOL DESHIDROGENASA (ADH).

La ADH es una enzima citosélica que, aunque no tiene
gran especificidad de sustrato, oxida 1a mayor parte de
etanol, en individuos no alcohélicos ¥y cuando la concen-

tracién no excede de 20 mM [15]1. Cataliza la siguiente
reaccién:

CHy—CHOH + NAD* =—= CHy,-CHO + NADH + H* a
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Esta enzima es una proteina de peso molecular de 80
KD, constituida por dos cadenas polipeptidicas iguales o
ligeramente diferentes, que poseen 2 Atomos de zinc cada
una [180]. Su pH 6ptimo de actuacién es de 10, teniendo
una K, para el etanol de 2 mM ¥y de 27 ¥BM para el NAD
{137)]. Es especificamente inhibida por el pirazol y sus
. anilogos, y utiliza como cofactor el NAD(H) preferente-
mente al NADP(H>.

Ciertas variaciones genéticas, en determinados indi-
viduos y grupos raciales, determinan la presencia de iso—
enzimas que tienen unas propiedades diferentes a 1l1a ADH
"tipica®", como la afinidad para los sustratos, pH éptimo
de actuacién, etc., 1o que da lugar a grandes diferencias
en el metabolismo del etanol en estos individuos (29,

2671.

4.1.1.2. SISTEMA MICROSOMAL DE OXIDACION DEL ETANOL
(MEOS) .

Este sistema se encuentra en el reticulo endopléas—
mico liso y cataliza la siguiente reaccién [128,131]:

CHy—=CH,OH + NADPH + 0; + H* — CHs—~CHO + NADP* + 2H,0 (b)

Ademas del etanol, este sistema es capaz de metabo-
lizar otras drogas asi como otros alcoholes. Presenta una

Km de 10 mM para el etanol y de 8 KM para el 0. Su pH
6ptimo de actuacién es de 7,4, utiliza NADPH como cofac-

tor ¥ no es inhibido por el pirazol 1311,

Cuando la concentracién de etanol es baja, el MEOS
contribuye muy poco a su oxidacién, pero al ir aumentando
dicha concentracién la reoxidacién del NADH es un factor
limitante para 1a accién de la ADH [266]1, por 10 que el
etanol alcanza unos niveles a 1los que este sistema de
alta K, es operativo, participando en esas condiciones en
un porcentaje muy elevado (R40%) a la oxidacién del eta-
not [131,2501].

4.1.1.3. SISTEMA CATALASA.

El tercer sistema capaz de catalizar la oxidacién de
etanol a acetaldehido es el catalasa—peroxidativo [112].
Este sistema, que estid localizado en peroxisomas, en pre-
sencia de un donante de hidrégenos como el etanol, cata-
liza la siguiente reaccién:
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CHQ_CHQOH + H30’—> CHQ—CHO + 2H30 (c)

1

Aunque su K, para el etanol es bajo (0,6 mM), su
funcién est& limitada a 1la reducida produccién de Hi0q
[30]; ademas, no todo el H;0, formado se utiliza para la
oxidacién de etanol. Por tanto, la contribucién de este
sistema al metabolismo del etanol representa sélo un 2-954
en condiciones normales [131), pudiendo aumentar cuando
la produccién de H;,0, (por 1a NADPH oxidasa) esta aumen-—
tada, como ocurre al aumentar la concentracién de etanol
¥ en alcohélicos crénicos [254].

4.1.2. OXIDACION DEL ACETALDEHIDO.

Después de que el alcohol es oxidado a acetaldehido,
éste es oxidado a acetato por medio de la enzima aldehido
deshidrogenasa (ALDH), mediante 1la siguiente reaccién
irreversible:

CHs-CHO + NAD* + H;0—CH,-C00~ + NADH + 2H* (dd

Esta enzima, que actua con gran variedad de sustra-
tos, se encuentra en muchos tejidos, pero es en el hi-
gado, como ocurria con la ADH, donde es predominante
[127], siendo responsable de la metabolizacién de =95/
del acetaldehido producido.

El higado humano posee dos enzimas ALDH principales
[73]1: una localizada en el citosol, con un peso molecular
de 245 KD, ¥ una K., de 100 KM para el acetaldehido y de 8
BM para el NAD; la otra enzima se encuentra en las mito-
condrias, tiene un peso molecular de 225 KD, ¥y una K,
para el acetaldehido de 2 KM y de 70 KM para el NAD.

Durante 1l1a oxidacién del etanol, la concentracién
hepatica de acetaldehido es del orden micromolar, por lo
qQue s6lo la ALDH de baja Ky, (la mitocondrial) parece de-
sempeffar un papel importante en la oxidacién del acetal-
dehido "in vivo" [127].

La ALDH es una proteina que posee grupos tioles en
su centro activo, siendo inhibida por el hidrato de clo-
ral, cianamida y disulfirdn. Este Gltimo se utiliza en
pacientes alcohélicos como "terapia de aversién®, ya que
se une a grupos -SH de la enzima, provocando una pérdida
de su actividad en x85-90% [127].

Esta enzima también presenta diferencias individua-
les ¥ raciales, 1o que da lugar a variaciones en la meta-
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bolizacién del acetaldehido. Por ejemplo, se ha encontra-
do que 504 de 1la poblacidén oriental posee una mutacidén
en la ALDH de baja K, que la hace practicamente inactivaj;
en consecuencia, en dichos individuos se acumulari el
acetaldehido en sangre tras el consumo de etanol (34 KM
frente a 2 BPM de sujetos normales), 1o que provoca una
intolerancia al alcohol [67,1611.

4.2. ALTERACIONES DEBIDAS AL CONSUMO CRONICO DE ALCOHOL.

El consumo crénico de alcohol da 1lugar a cambios
adaptativos en el organismo, con 1a finalidad de mantener
una situacién 10 mas préxima posible a 1a normalidad en
presencia del alcohol. Estos cambios conllevan a 1a tole-
rancia y dependencia al etanol, que se atribuyen a:

- cambios adaptativos del sistema nervioso central, por
los que estos sujetos son capaces de ingerir dosis
elevadas de etanol sin experimentar sintomas téxicos
(tolerancia celular), pero que a 1la vez necesitan de
ciertos niveles de etanol para su normal funciona-
miento (dependencia fisica) [801;

- adaptacién metabdélica que les permite metabolizar m&s
rdpidamente el etanol (tolerancia metabélicad [13%]1.

La tolerancia metabélica da lugar a que el higado
metabolice el alcohol méas rdpidamente (hasta 8,6
mmoles/Kg/h) [269), por 1o que los alcohélicos crénicos
presentan unos niveles en sangre mas elevados de los
metaboli tos procedentes del alcochol, es decir, de
acetaldehi{do [139]1 y de acetato [117]1. La tolerancia
metabélica parece ser debida principalmente a una induc-
cién del sistema microsomal MEOS (b) observada tras
ingestas crénicas de alcohol (1311, produciéndose
paralelamente una proliferacién del reticulo endoplasmico
liso de los hepatocitos [101].

Otro efecto intimamente unido al anterior es el
aumento del consumo metabélico de oxigeno, debido al
incremento de la actividad del MEOS; las oxidaciones por
él catalizadas producen energia que se convierte en calor
sin conservacién de energia quimica. Si este calor excede
las necesidades térmicas fisiolégicas, darad lugar a una
pérdida de energia, que aumentar& mas cuanto mayor sea la
actividad del MEOS [134].

Muchos de los efectos patégenos del etanol se deben
a las alteraciones metabélicas producidas por la continua
actuacién de 1las enzimas ADH y ALDH: 1a excesiva pro-
duccién de NADH con la subsiguiente deplecién de NAD*. Al
alterarse el cociente NADH/NAD* varia el estado redox
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celular, produciéndose un desplazamiento en el equilibrio
de muchas reacciones metabdélicas que requieren NADH <(ver
revisiones [129,1301).

Por altimo, hay que considerar la toxicidad propia
del acetaldehido, que es un compuesto muy reactivo, capaz
de producir efectos téxicos por si mismo. Este metabolito
es capaz de unirse a grupos amino y sulfidrilos, tanto de
la hemoglobina [240]1 como de ciertas enzimas produciendo
una inactivacién de éstas [155]. Al mismo tiempo ¥y por el
mismo mecanismo, disminuye 1los niveles de glutation
[78,263]1 y altera ciertos orginulos celulares, incluidas
las mitocondrias, que son las responsables de su metabo-
lismo [101,133,154]. Todos los efectos téxicos del ace-
taldehido estar&n exacerbados en los alcohélicos crénicos
ya que, como se ha dicho anteriormente, tienen niveles
muy elevados de dicho metaboli to.

4.3. AGENTE ETIOLOGICO DEL S.A.F.:
¢ALCOHOL 0O ACETALDEHIDO?.

El etanol se difunde rapidamente a todos los tejidos
y compartimentos del organismo, incluyendo feto, placenta
y Uliquido amniético. Los niveles de alcohol en el feto
son iguales o incluso superiores a los maternos [7,%92,
1691, rya que ni el higado fetal ni la placenta poseen
précticamente actividad de las enzimas capaces de meta-
bolizar el etanol [181,234]1, actuando el liquido amnié6-
tico como reservorio.

La mayoria de los estudios realizados sobre el
S.A.F. implican al etanol como el factor etiolégico
principal. Sin embargo, el acetaldehido también podria
estar implicado. De hecho se sabe que el acetaldehido es
mucho mé&s téxico que el etanol, siendo a concentraciones
bajas citotéxico, mutagénico y teratogénico [172,261,
282). Ademés se ha podido demostrar que el acetaldehido
también es capaz de atravesar la barrera placentaria
£31,83,2191, pudiendo por tanto ejercer efectos téxicos
directamente sobre el feto en crecimiento. Por otra
parte, la administracién de acetaldehido a animales ges-—
tantes produce unos efectos fetales similares a los pro-
ducidos por el alcohol [173].

Por todo 10 anteriormente expuesto, podemos llegar a
la conclusién de que, aunque el etanol pueda ser el prin-
cipal agente responsable de la aparicién del S.A.F., el
acetaldehido debe ser considerado como factor de riesgo
importante en l1os efectos fetotéxicos de este sindrome.
Adem&s, como se ha reiterado, el riesgo ser& mayor en
determinadas situaciones, tales como alcoholismo crénico
O en personas que tienen alguna alteracién o mutacién en
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las enzimas que metabolizan el alcohol, en 1las que los
niveles de acetaldehido se encuentran muy elevados.

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

E1l higado es uno de los é6rganos mis afectados por el
consumo crénico de alcohol, produciéndose en é1 graves
alteraciones fisioldgicas, bioquimicas y ultraestructu-
rales (ver revisiones [129,130,174]1). Sin embargo, no hay
muchos trabajos que hayan estudiado los posibles dafios
hep&ticos producidos por 1a exposicién prenatal al alco-
hol. El higado fetal difiere del adulto en muchos aspec-
tos tales como el estado de diferenciacién, capacidad
metabélica, utilizacién y aporte de sustancias, respuesta
a drogas, etc.; debido a estas diferencias cabe suponer
que el alcohol no produzca exactamente los mismos efectos
en el higado en desarrollo que en el adulto.

Se han descrito pocos casos de niffos con S.A.F. que
hayan presentado alteraciones fisioldgicas o histopatolé-
gicas hepaticas de importancia {50,89,122,162,148].
Aunque 1la patogenia de dichas alteraciones no se conoce
exactamente, se ha sugerido que &al menos algunas de
ellas, como los depésitos grasos y la fibrosis, si po-
drian producirse por un mecanismo similar al de la en-
fermedad hepatica alcohélica del adulto.

Igualmente son escasos los trabajos realizados en
animales experimentales para estudiar el efecto del
etanol sobre el higado en desarrollo. Entre estos estu-
dios cabe destacar 1los de Rawat [197], que encontré en
los higados fetales y neonatales de rata prenatalmente
expuestos al alcohol wuna inhibicién de 1l1a sintesis
proteica, asi como una disminucién en el contenido de ARN
y de proteina ribosomal, y una alteracién de 1a relacién
ADN/ARN. Estudios posteriores del mismo taboratorio
encontraron alteraciones en la biosintesis de lipidos
[199] ¥ en el metabolismo de drogas en el higado [194].
Otros estudios encontraron también alteraciones en el
me tabol ismo hep&tico de lipidos [145,214].

Anadlisis ultraestructurales de higados de ratones y
mini-cerdos expuestos prenatalmente al alcohol permitie—
ron observar necrosis celular, infiltracién grasa y alte-
raciones en las mitocondrias, reticulo endoplé&smico liso
¥y granulos de glucégeno de l1os hepatocitos [11,207-2091].

En nuestro laboratorio también hemos encontrado que
los higados de ratas descendientes de madres alcohélicas
presentaban, junto a un menor peso hepitico (82,2231,
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unos cambios cualitativos ¥y cuantitativos en mitocon-
drias, aparato de Golgi ¥y distribucién de glucégeno,
encontrandose residuos en forma de mielina en el cito-
plasma [20i). También se encontraron alteraciones en
diferentes parametros estereolégicos <(volumen absocluto,
densidad de superficie, numero de organulos y densidad
numérica) de varios organulos hepatocitarios como
mi tocondrias, peroxisomas, reticulo endoplésmico liso,
etc. [2011, asi como una disminucién en la actividad de
varias fosfatasas marcadoras de organulos celulares
[202]1. Hay que destacar que, entre todos 1los organulos
hepatocitarios estudiados, el que presentaba las
alteraciones mas llamativas fué el aparato de Golgi, en
el que se encontré tanto una desorganizacién del mismo,
como una disminucién de la actividad de varias enzimas
marcadoras de las zonas "cis®™ y “"trans®" [203]. Esta
altima alteracidén podria explicar una modificacién en una
de las funciones mds importantes de este orgénulo, como
es la glicosilacién de proteinas de secrecién.

Por otra parte se sabe que el higado no es
homogéneo, sino que presenta una heterogeneidad ultraes-
tructural, bioquimica y funcional a 1o largo del acino
[871, el cual Rappaport [195] dividié en tres regiones
funcionales: zona 1, centrilobulilltar o periportal, zona
2 o intermedia, y zona 3 o perivenosa. ‘

Diversos estudios histopatolégicos han encontrado
que el consumo crénico de alcohol no afectaba a todos los
hepatocitos por igual, sino que las lesiones se inician
en la zona perivenosa ¥y se van extendiendo a las conti-
guas [102,144,1841.,

Hay que destacar sin embargo que, si son pocos los
trabajos en los que separan los hepatocitos de las dife-
rentes zonas del acino hepatico en animales que consumian
crénicamente alcohol [259,2601, son nulos los referentes
a dicha separacién en animales en desarrollo, controles o
expuestos al alcohol. La separacién de 1las distintas
subpoblaciones de hepatocitos podria ayudar a la mejor
comprensién y caracterizacién bioquimica y morfolégica de
las lesiones iniciales que pueda producir el alcochol en
las diferentes zonas del acino hepitico. '

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

Una de 1las afecciones mds importantes y frecuentes
que aparecen tras la exposicién prenatal al alcohol, son
las alteraciones que se producen a nivel del sistema ner-
vioso central (S.N.C.)>, que dan lugar a disfunciones tan-
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to intelectuales como neurolégicas, inclusc en ausencia
de otras manifestaciones de S.A.F.

Muchos de estos nifios presentan al nacer signos de
deprivacién alcohélica semejantes a 1los del "delirium
tremens” del adulto, incluyendo hiperactividad, exuda-
cién, contracciones, etc. [31. Durante las primeras sema—
nas o meses de vida los nifios con S.A.F. son irritables,
temblorosos, con pobre reflejo de succién, aparentemente
hipersensibles al sonido, con dificultades en 1la alimen-
tacién y con frecuentes ataques [92,244]. Durante la in-
fancia muestran ligeras alteraciones en la funcién cere-
belar e hipotonia, siendo niffos hiperactivos, distraidos,
atrevidos, impulsivos, con retraso en el desarrollo motor
(tanto en los movimientos finos como en los groseros), Yy
en mas del 85/ de los casos con un retraso mental supe-
rior a 2 D.S. por debajo de 1a media [371, lo que cons-—
tituye uno de los problemas m&s graves asociados al con-
sumo materno de alcohol durante la gestacién.

Aunque la patogenia de estas alteraciones se desco-
noce, estudios neuropatolégicos de cerebros de nifios con
S.A.F. [36,105,176,280]1 han demostrado 1a existencia de
fallos o interrupciones en las migraciones neuronales ¥y
gliales, displasias cerebelares y grupos de células hete-
rotépicas, especialmente en la corteza cerebral. Igual-
mente se han encontrado microcefalia, anencefalia [37,
39), hidrocefalia si las malformaciones interfieren con
la dindmica del fluido cerebroespinal, y defectos de cie-
rre del tubo neural, tales como mielomeningocele [69].

Hay que destacar que el grado de afeccién intelec-
tual parece correlacionarse con la gravedad de las
malformaciones y con el déficit en el crecimiento [242].
Igualmente es importante destacar que, aunque muchos
niflos prenatalmente expuestos a bajos niveles de etanol
que no presentan ni las malformaciones ni el retraso en
el crecimiento tipicos del S.A.F., si pueden presentar
alteraciones psicolégicas ¥y de comportamiento, como son
problemas de aprendizaje y atencién, déficit de lenguaje
¥y habla, problemas escolares, etc. [243].

Para dilucidar la patogenia de estas alteraciones se
han realizado gran cantidad de estudios en animales
experimentales, tratando de reproducir tanto las disfun-
ciones neurolégicas como las alteraciones en la morfolo-
gia del $S.N.C., que aparecen en nifios prenatalmente
expuestos al alcohol.

En estos animales se ha encontrado muchas anomalias
en el comportamiento, similares a las descritas en nifios
con S.A.F., como por ejemplo: hiperactividad [&]1, altera-
ciones en los reflejos [38,2061, en el desarrollo motor



20

[170) ¥ en la conducta [125,248), y deficiencias en el
aprendizaje [150,205].

En estudios morfolégicos de los cerebros de dichos
animales se han observado alteraciones similares a las
descritas en nifios con S.A.F., como menor desarrollo de
cerebro y cerebelo [116,167,1791, ¥y gran cantidad de
alteraciones morfolégicas en diversas partes del S.N.C.,
las cuales, en algunos casos, dependen del periodo en el
que el animal ha sido expuesto al alcohol. Entre éstos
citaremos: anomalias en la migracién celular [138,1591,
pérdida de células [178] ¥y disminucién de su nameroc [17]
y tamafo [23%9]; alteraciones en las células piramidales
del hipocampo [273], en el desarrollo sinédptico de las
células del cerebelo [265]1, en las dendritas [204,2411,
asi como modificaciones en la mielinizacién (2041, y
defectos en el tubo neural [72].

En nuestro laboratorio hemos encontrado que las
ratas expuestas prenatalmente al etanol mostraban algunas
alteraciones en el cerebro tales como menor desarrollo de
dicho é6rgano [77,82,224]1, disminucién del contenidoc de
ADN » de proteinas [2241, asi como de la actividad de
varias enzimas ligadas a membranas sinapticas de las
células neurales, medido tanto en homogenado de cerebro
entero [77,79,82,222] como en neurcnas Yy astrocitos
aislados de dichos cerebros [81]. Estas dltimas altera-
ciones podrian ser indicativas de un menor desarrollo de
las prolongaciones celulares y de sus conexiones, que son
fundamentales para 1la funcién del sistema nervioso.
También se han encontrado alteraciones hormonales que
pueden ser la expresién de una disfuncién del eje
hipot&lamo-hipofisario [57,77,184]. Ademés, hay que
destacar que tanto la disminucién del peso cerebral como
las de las actividades de 1las enzimas ligadas a las mem-—
branas, se mantuvieron en el animal adulto, 1o que parece
demostrar que son alteraciones irreversibles.

Sin embargo hay que tener en cuenta que estas alte-
raciones se encontraron en estudios realizados "in vivo",
y por tanto es dificil separar: a) las lesiones que pro-
duce el alcohol directamente de 1las que puede ocasionar
indirectamente a través de alteraciones hormonales, nu-
tritivas, etc.; ¥ b) el efecto del etanol sobre diferen-
tes tipos de células nerviosas (por ejemplo, neuronas y
células gliales). Por tanto, para conocer el efecto di-
recto del etanol sobre el crecimiento y desarrollo de
diferentes tipos de células neurales por separado, seria
conveniente realizar estudios paralelos a nivel celular,
investigando el grado de afectacién de cada uno de ellos.
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7. MODELOS EXPERIMENTALES UTILIZADOS.

7.1. MODELO ANIMAL.

Desde que se describidé el S.A.F., numerosos investi-
gadores han tratado de reproducir este sindrome en anima-
ies experimentales, para tratar de conocer los mecanismos
implicados en el efecto teratogénico del alcohol.

Los estudios con animales experimentales tienen la
ventaja, entre otras, de poder controlar muchos de los
factores de riesgo que predisponen a la aparicién del
S.A.F., que son dificilmente desligables en humanos de
los efectos téxicos directos del etanol, tales como:
salud materna, uso de otras drogas, situaciones de
stress, edad, numeroc de hijos, etc., permitiendo que sélo
el etanol actue como teratégenoc. A la vez, se puede con-
trolar 1a malnutricién primaria producida por la restric-
cién de comida que suele acompaffar a la ingesta de alco-
hol; esto se consigue introduciendo un grupo de control
nutricional, el cual recibe diariamente las mismas calo-
rias totales que ingiere el grupo de animales tratados
con alcohol, sustituyendo las calorias que proporciona el
alcohol por carbohidratos. A este grupo de animales se le
denomina normalmente "pair fed" o de alimentacién para-
lela. Para estudiar un posible factor de restriccién de
comida ¥y bebida del grupo "pair fed", muchos investiga-
dores introducen un tercer grupo de animales, a los que
se les administra comida y bebida "ad libitum®". De esta
forma se pueden separar las alteraciones producidas por
el alcohol "per se® de las debidas a la restriccién de
alimentos nutritivos.

Aunque las primeras experiencias en animales se rea-
lizaron en embriones de pollo, los animales con desarro-
110 intrauterino son los modelos mis apropiados para re-
producir los efectos téxicos que el etanol produce en el
feto humano. Los primates serian los animales ideales de
eleccién, por su proximidad en la escala zoolégica al
hombre, pero no son muy utilizados debido a su elevado
coste y lentitud de trabajo. Los roedores (rata y ratén)
son los elegidos con mayor frecuencia, pues debido a su
corto periodo de gestacién (21-22 dias) y al elevado nu-
mero de crias por camada (10-12 crias), pueden obtenerse
resultados en periodos de tiempo corto. Ademis, por su
tamafio pequefio permite un manejo facil y no se requiere
animalarios demasiado sofisticados ni costosos.

Una de las mayores dificultades que surgen al traba-
Jar con animales es su aversién por el etanol. Por esta
razén se ha ideado diferentes rutas y formas de adminis-
tracién de esta droga, como son intubacién, inclusién en
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el agua de bebida o en dieta liquida, inyecciones intra-
peritoneales, subcutineas o intravenosas, inhalacién de
vapores, etc. Las ventajas e inconvenientes de cada méto-
do han sido ampliamente debatidas [2,2181.

Otra variable a tener en cuenta es el tiempo de
exposicién del animal al etanol. A veces se administra
durante uno o wvarios dias, dentro de un determinado
periodo critico, o a 1o largo de un periodo de tiempo
equivalente al 192, 20 o0 32 trimestre de embarazo humano;
también es frecuente que 1la exposicién comprenda toda la
face gestacional e incluso la lactancia, pudiendo o no
haber administrado etanol anteriormente a 1la prefiez,
durante un periodo de tiempo mds o menos largo.

Nosotros hemos utilizado ratas descendientes de hem-
bras alcohélicas, cuyo periodo de exposicién al alcohol
ha sido toda 1a gestacién y lactancia, suministrado a los
animales mediante dietas liquidas. Una de las carac-
teristicas de este modelo es que las madres son "alcohé-
licas" ya antes de la gestacién, presentando tolerancia y
dependencia [76,80,148,224]1, 1o que <se acerca mas a los
humanos, ya que los casos de niffos con S.A.F. completo
s61lo se han descrito en hijos de mujeres alcohélicas
crénicas [39]. Por otro lado, el consumo de alcohol
durante la gestacién y lactancia ha dado 1lugar a 1la
reproduccién, en las crias de estos animales, de una
serie de alteraciones similares a las aparecidas en niffos
con S.A.F., como alteraciones en el crecimiento [77,82,
218,224,2251, hormonales [56,57,77,82,185,186] y otras
{221,222), ademds de 1las alteraciones en los higados ¥y
cerebros mencionadas anteriormente.

7.2. MODELO DE CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS NERVIOSAS.

Durante los Gltimos 235 aMos, los estudios "in vitro®
sobre células en cultive se han convertido en un comple-—
mento necesario de los trabajos realizados "in vivo" en
animales, especialmente en estudios relativos a citotoxi-
cidad, por las ventajas que ofrecen:

— Posibilidad de aislar y mantener en cultivo un solo
tipo celular, 1o que permite comparar la sensibilidad
¥ respuesta de células de origen y naturaleza dife-
rentes a un agente téxico.

- El aislamiento de <células a partir de un organismo
permite controlar el entorno, eliminando factores
endocrinos, inmunitarios ¥ nerviosos que podrian
dificultar el estudio de 1a accién especifica del
agente téxico.
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- E1 agente téxico est& en contacto directo con las
células cultivadas, tanto si éstas crecen en monocapa
como si 1o hacen en suspensién.

- La homogeneidad de la suspensién celular, a partir de
la cual son repartidas en c&psulas de cultivo, permite
un estudio comparativo del efecto de una sustancia a
diferentes concentraciones, tiempo de exposicién, va-
riaciones en el medio, etc.

Por otra parte, algunos procedimientos son dificil-
mente aplicables "in vivo", como la observacién directa
de la célula viva, estudios simultianeos de las caracte-
risticas bioquimicas, metabélicas y morfolégicas de las
células, etc.

Ademis de todas estas ventajas, en particular los
cultivos primarios, que son los obtenidos directamente de
células, tejidos u érganos de organismos vivos, ¥ que no
han sido subcultivados, presentan un patrén de desarrollo
"in vitro" comparable con el de 1las células "in wvivo"
f1441. Los cultivos primarios con mayor éxito son los
obtenidos de fetos o de animales recién nacidos, puesto
que entonces han cesado los movimientos morfogenéticos y
practicamente ya ha aparecido el ndamero total de células
precursoras, las cuales son suficientemente potentes y al
mismo tiempo flexibles ¥y maleables para acomodarse en el
nuevo entorno y continuar su desarrollo [165]1. La validez
de este modelo ha sido probada con gran namero de
estudios [61,964]. :

Con respecto al sistema nervioso central hay que
considerar que, aunque es muy heterogéneo de unas regio-
nes a otras ¥y el desarrollo de cada tipo celular es asin-
crénico, se puede aplicar un esquema general de creci-
miento [44]:

12 Organogénesis ¥y multiplicacién neuronal.

29 Gran crecimiento cerebral, con crecimiento dendritico
y axonal, multiplicacién glial, mielinizacién y cre-
cimiento de tamafio.

32 Maduracién.

Centrandonos en las células gliales, hay que seffalar
que los astrocitos tienen wuna funcién primordial tanto
durante el desarrollo cerebral como en el cerebro adulto
(ver por ejemplo [23,177,2381). Sus células precursoras,
los astroblastos, empiezan a aparecer en fases muy
iniciales del desarrollo embrionario, poco después de la
aparicién de los primeros precursores neuronales (Fig. 2,
tomada de [171), pero a diferencia de éstos, su prolife-
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Figura 2. Esquema del periodo de proliferaciéon de diferentes tipos
celulares del cerebro de rata, durante los periodos pre- y postnata-
les de la ontogénesis (tomado de C173).
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racién continua durante un periodo de tiempo mas largo
(17,401, siendo los astrocitos 1las células encargadas de
la reparacién y regeneracién del tejido nervioso lesiona-
do en el cerebro adulto. Durante el desarrollo cerebral
las células radiales gliales, precursoras de astrocitos,
forman un enrejado a 1o largo del cual se desplazan los
neuroblastos en migracién [191,192). Adem&s, 1los astro-
citos requlan la concentracién extracelular de Na* y K*,
intervienen en el metabolismo de neurotransmisores y se—
gregan sustancias similares al factor de crecimiento ner-~
vioso (NGF ("neural growth factor)) [23]. En el cerebro
adulto desempefian un papel crucial en la regulacién de
las funciones sinipticas neuronales y del entorno iénico;
sue procesos ("pies chupadores®) rodean tanto los ca-~
pilares como las sinapsis, forman las capas subpial ¥
subependimaria, ¥y parece que envuelven toda la superficie
neuronal no cubierta por otras neuronas o por membranas
de oligodendroglia [113].

Los inconvenientes de cultivar este tipo de células
son bisicamente técnicos, ya que hay que partir de cere-
bros de fetos, a l1os que hay que diseccionar una parte de
cerebro <(corteza cerebral, hipocampo, etc.); ademas, hay
un riesgo de contaminacién por otros tipos de células,
tanto nerviosas como conjuntivas, lo que exige una serie
de precauciones ¥y el control continuo de los cultivos.
Por altimo, dado que el medio de cultivo es rico en nu-
trientes, existe un elevado riesgo de contaminacién por
hongos, agravado porque se mantiene en ambiente c&lido ¥
himedo.
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8.0BJETIVOS DE LA INVESTIGACION.
3

Indudablemente el esclarecimiento de los mecanismos
implicados a nivel béasico en la etiopatogenia del
Sindrome Alcohélico Fetal constituye un tema dificil de
abordar en humanos. Por esta razén <se ha tratado de
reproducir dicho sindrome en animales experimentales. En
nuestro laboratorio hemos desarrollado un modelo experi-
mental en 1la rata en el que se reproducen muchas de las
caracteristicas que se observan en nifios afectados con
dicho sindrome. Sin embargo, es dificil esclarecer "in
vivo" 1los mecanismos basicos de actuacién del alcohol.
Por tanto hemos pretendido estudiar en este trabajo el
efecto del etanol a nivel de células aisladas de higado y
cerebro de animales en desarrollo, puesto que es en estos
é6rganos donde hemos encontrado las alteraciones mas mar-
cadas.

Basandonos en resultados previamente obtenidos en
nuestro laboratorio, donde encontramos una disminucién de
peso hepatico asi como marcadas alteraciones morfolégi-
cas, principalmente a nivel del aparato de Golgi, en hi-
gados de fetos de rata prenatalmente expuestos al alco-
hol, decidimos abordar los siquientes objetivos:

12 Desarrollar un procedimiento para aislar hepatocitos
de ratas fetales y neonatales.

29 Estudiar la sintesis y glicosilacién de proteinas en
hepatocitos aislados de fetos controles y expuestos
al alcohol mediante métodos bioquimicos ¥y autorradio-
graficos.

Basados en el hecho de que la hepatotoxicidad del
etancl en el adulto se inicia en la zona perivenosa del
acino hepatico, ¥y para estudiar si esta selectividad ocu-
rria también en higados en desarrcllo expuestos al alco-
hol, nos planteamos:

392 Desarrollar un procedimiento que nos permitiera
separar diferentes subpoblaciones hepatocitarias, ca-
racterizando especialmente los de las zonas peripor-
tal ¥y perivenosa del acino hepitico. El aislamiento
de dichas subpoblaciones es un requisito necesario
para poder analizar sus caracteristicas simultanea-
mente por métodos bioquimicos, citofluorimétricos ¥
ul traestructurales.
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42 Mediante este procedimiento se ha pretendido inves-
tigar si las lesiones observadas en higado entero. de
animales expuestos al alcohol, se localizan prefe-
rentemente en una u otra zona.

Por otra parte, uno de los érganos ma&s afectados por
la exposicién al etanol durante su desarrollo es el sis-—
tema nervioso central. Sin embargo es dificil estudiar el
efecto directo del alcohol! "in vivo", por ta complejidad
de dicho sistema y por 1los efectos que se asocian al
consumo de alcochol, tales como alteraciones nutritivas,
hormonales, etc. Por esta razén hemos recurrido al culti-
vo primario de células nerviosas, eligiendo los
astrocitos ya que no existen estudios sobre el efecto del
alcohol sobre estas células, ¥y sin embargo se ha especu-
lado que algunas alteraciones del desarrcollo de las
neuronas podrian ser consecuencia de anomalias de 1las
células gliales. Por tanto los objetivos de este trabajo
han sido:

12 Caracterizacién de estos cultivos mediante la evalua-
cién global de 1a proliferacién y diferenciacién de
dichas células a lo largo de 28 dias de cultivo. Esto
se realizé a través de: a) cuantificacién del conte-
nido de proteinas y ADN asi como de sintesis de di-
chas macromoléculas ¥ ARN; b> medida de las activi-
dades de enzimas marcadoracs de astrocitos y ligadas a
membranas plasmaticas; y c¢) morfologia de las células
en cultivo.

29 Efecto del alcohol "in vitro®" sobre el crecimiento ¥
maduracién de astrocitos de ratas controles, utili-
zando dosis comparables a una intoxicacién en humanos
crénica (25 mM) o aguda (100 mM>.

39 Caracteristicas de los astrocitos obtenidos de cere-
bros de fetos expuestos prenatalmente al alcohol ¥
cultivados en presencia o ausencia de etanol. Este
altimo sistema permitiria analizar si la exposicién
prenatal al alcohol afecta a las células precurcsoras
de los astrocitos, ¥ 10 que ocurriria si éstas siguen
expuestas a dicha sustancia durante el desarrollo
equivalente al periodo postnatal "in vivo".
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1 .MATERIALES.

1.1. ANIMALES

En todas las experiencias se utilizaron ratas hem-
bras virgenes de raza Wistar, con un peso inicial de 175-
200 g. Los machos utilizados para cruzarlas eran de 1la
misma raza.

Todos 1los animales se obtuvieron de la casa Alin
(Madrid), manteniéndose bajo condiciones constantes de
temperatura (23°C), humedad (40X%) y ciclos de 1luz/oscu-
ridad (12712 h). Las ratas no se utilizaron hasta después
de wuna semana de aclimatacién a las condiciones del
animalario.

1.2. DIETAS UTILIZADAS.

DIETAS LIQUIDAS.

Se utilizé dieta liquida basada en la formulada por
Lieber y DeCarli [132,133). La dieta alcohélica contenia
364 de las calorias totales como etanol, el 18/ como
proteinas, el 21% como grasas, ¥y el 294 como hidratos de
carbonoc (Dieta I, Tabla 3. En la dieta control, el 36&%
de las calorias procedentes del etanol se sustituyeron
por hidratos de carbono, de manera que constituian el 617
de las calorias totales (Tabla 3). Adem&s, estas dietas
estaban suplementadas con zinc,

La dieta que consumian las ratas lactantes fué 1la
misma, pero se aumenté el contenido proteico en forma de
caseina (Dieta II, Tabla 3>. EIl aporte calérico de esta
dieta alcohélica fue: proteinas el 25/, grasas el 164,
hidratos de carbono el 31X y etancl el 28%. En la dieta
control, los hidratos de carbono representaban el 59x.



TABLA 3. Contenido de las dietas (g/1).

1 Dieta I Dieta I1

Control Etanol Control Etanol
Leche (a) 138 138 89 89
L-Cisteina 0,465 0,45 0,465 0,45
DL-Metionina 0,4 0,4 0,4 0,4
Aceite de maiz 0,54 0,54 2,07 2,07
Aceite de oliva 1,8 1,8 2,16 2,16
Etil linoleato 0,15 0,15 - -
Dextrina 42,48 - 88,50 30,34
Mal tosa 10,62 - 22,00 7,99
Sacarosa 36,52 - - -
Mezcla de vitaminas (b) 4 4q q 4
Mezcla de sales (c) 10 10 10 10
Carragenato sédico 2 2 2 2
Cloruro de zinc : 0,013 0,013 0,013 0,013
Agar . 1,75 2,12 2 2
Caseina - - 30,9 30,9
Etanol (96") - S0 - 40

Agua hasta 1 litro

(a) Se utiliza la leche en polvo semidescremada, comercializada
por Central Lechera Asturiana. Su composicién es la siguiente:
157 materia grasa, 454 lactosa, 307 proteinas.

(b La mezcla de vitaminas se obtuvo de 11a casa 1I.C.N.
Nutritional Biochemical. La composicién (en mg/Kg) es 1la
siguiente: Concentrado de vitamina A (200.000 U/g>, 4,5.
Concentrado de vitamina D (400.000 U/g>, 0,25. Alfa tocoferol,
5. Acido ascérbico, 45. Inositol, 5. Clorhidrato de colina, 75.
Menadiona, 2,25. Acido p—aminobenzoico, 3. Niacina, 4,5.
Riboflavina, 1. Piridoxina-ClH, 1. Pantotenato cilcico, 3. Acido
f6lico, 0,09. Biotina, 0,02. Vitamina B-12, 0,135.

(c> La mezcla de sales o minerales fué la Sal Hegsted, obtenida
por I.C.N. Nutritional Biochemical, cuya composicién (en %) es
la siguiente: Carbonato calcico, 2%9,974. Fosfato bipotasico,
32,22. Fosfato monocalcico, 7,49. Sulfato magnésico, 10,19.
Cloruro sédico, 146,76. Citrato férrico, 2,74. Yoduro potasico,
0,079. Sulfato de manganeso, 0,49. Sulfato de cobre, 0,029. Clo-
ruro de zinc, 0,024.
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DIETA SOLIDA.

]

Se utilizé pienso compuesto para animales de labora-
torio (Panlab A.04, Barcelona) expecial para ratas y
ratones. Esta dieta contenia un 224 de 1las calorias
totales como proteinas, un 9% como grasas y un &9%4 como
hidratos de carbono. Los animales recibieron comida y
agua "ad libitum".

Los machos utilizados para cruzar a las hembras
recibieron siempre esta dieta.

GRUPOS DE ANIMALES SEGUN SU ALIMENTACION.

Seglin la dieta que recibieron, los animales se divi-
dieron en:

— grupo alcohélico: recibieron como alimento la dieta
liquida alcohélica;

- grupo control "pair fed"™ o paralelamento alimentado:
recibieron como alimento la dieta liquida control, en
una cantidad restringida a la consumida por el grupo
de animales alcohélicos.

- grupo control "ad 1ib": recibieron dieta sé6lida ¥y agua
"ad tibitum®.

Para evitar el posible deterioro de Yas dietas
liquidas, éstas se almacenaron en camaras refrigeradas a
4"C y se prepararon en pequefias cantidades frecuentemente
(cada 3 6 4 dias). La comida se administréd a 1os animales
en bebederos de vidrio graduados, especiales para dieta
liquida, en los que se puede determinar la cantidad inge-
rida diariamente por cada animal. La dieta se administré
a los animales diariamente, evitando asi el posible
crecimiento de microorganismos, evaporaciones de alcochol
u otras alteraciones que pudieran ocurrir. A todas las
dietas liquidas se les affadié unas gotas de sacarina (110
mg/1) para mejorar su sabor.

1.3.APARATOS.

ESPECTROFOTOMETROS

- Zeiss PMé, con fuente de hidrégeno ¥ tungseno, mono—
cromadores de prisma, cambiador autom&tico de
cubetas, portacubetas termostatizado mediante el uso
de un bafo circulante, Yy reqgistrador gré&fico (BBC
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Goerz, Servogor 210).

- Pye Unicam SP-500 para ultravioleta visible e infra-
rrojos préximo.

- Espectrofluorimetro PerKin—-Elmer 512, con doble haz.

CENTRIFUGAS

- Heraus Christ GMBH con rotores para tubos y botellas.

- Microcentrifugas Eppendort 5412 y 5414, para micro-
tubos cénicos desechables de plastico.

- Jouan CR 4 11 con rotores para tubos y botellas, vy
con control de temperatura.

MICROSCOPIOS

- Carl! 2Zeiss M.P.M. 11, con condensador para contraste
de fases.

-~ Zeiss de fluorescencia con dispositivo Epi ilumina-
cién.

- Electrénico Philips modelo ME-300, manejado a 40 KV.

BALANZAS

- Mettler H 549 AR, sensibilidad 0,01 mg.
— Mettler PR 700, sensibilidad 0,01 g.
- Mettler PE 2000.

OTROS

- Citofluorimetro de flujo EPICS ¥ {Coul ter
Electronics, Inc.), con laser de argén sintonizado a
488 nm y 250 mW.

- Cromatégrafo de gases con doble canal PerkKin-Elmer,
modelo Sigma 3B, con espacioc de cabeza para gases
volatiles y toma automdtica de muestras, modelo HS-4,
provisto de un integrador PerkKin-Elmer Signa 13. Se
empled una columna Teknokroma, 115/ carbowex 1510,
80/100.

~ PHmetro Standard PH M 6é2.

- Baffo con agitacién y temperaturas regulables, Grant
§s40.

- Congeladores: Super A C-S0NR-12; Koxka ANE-85 350.

- Estufas: Memmert Tv27u; Heraeus, estufa de carbénico.

-~ Homogeneizador: Ultra-turrax tipo TP 18/10.

- Ultrostainer LKB 2148.

- Densi-Flow II C gradient former, Buchle Instruments.

- Ultramicrotomo LKB.

- Contador de centelleo liquido Intertechnique SL-4200.

- Bombas de vacio, secadores de aire, relojes eléctri-
cos, cronémetros y demis material cominmente usado en
un laboratorio de investigacién cientifica.
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1.4. REACTIVOS Y PRODUCTOS.
]
Todos los productos wutilizados
Boehringer—Mannheim, Sigma Chemical Company, Merck
Darmastadt, I.C.N. Nutritional Biochemical, Pharmacia ¥

Abell16 Oxigeno-Linde S.A. Los productos radiactivos se
obtuvieron de Amersham International (Inglaterra).

se obtuvieron de:



34

2. METODOS
2.1. MANIPULACION DE LOS ANIMALES.

2.1.1. PROCEDIMIENTO DE ALCOHOLIZACION MEDIANTE DIETA
LIQUIDA. UTILIZACION DE CONTROLES ISOCALORICOS
"PAIR FED".

Aunque. existen muchos procedimientos para alcoholi-
zar a los animales, se ha comprobado que uno de los mas
completos y eficaces es mediante 1a utilizacién de dietas
liquidas. Este procedimiento consiste en introducir el
alcohol en una mezcla de elementos esenciales (proteinas,
vitaminas, minerales incluido Zn, etc.) de forma que el
animal, al mismo tiempo que ingiere el alcohol, toma los
dem&s nutrientes, eliminando asi 1a desnutricién que
normalmente acompafia al consumo de alcochol. Al mismo
tiempo, con este procedimiento se puede conseguir niveles
constantes de alcohol en sangre, similares a los que se
presentan en humanos.

En general, puesto que los animales suelen tener una
aversidén espontinea al alcohol, éste se introduce en 1la
dieta de forma gradual, durante un periodo de adaptacién
de 7-8 dias. La pauta seguida durante este periodo fué la
siguiente: los primeros 3 6 4 dias la dieta contenia una
concentracién de alcohol del 3% (p/v), los 3 6 4 dias
siguientes del 44, y posteriormente ya se incluyé la con-
centracién final deseada del 5% (Dieta I)>, que se mantuvo
durante todo el tratamiento. Este periodo de adaptacién
no se tomé en cuenta en ningunoc de los experimentos rea-—
lizados.

En general, las ratas se mantuvieron durante 4 6 S
semanas con dieta alcohélica, transcurridas las cuales
los animales eran tolerantes y dependientes al alcohol,
mostrando sintomas de abstinencia si se les retiraba
dicha dieta [76,80,148].

Otra de las ventajas de la utilizacién de la dieta
liquida es la posibilidad de realizar controles isocalé-
ricos (las calorias del etanol se custituyen por carbohi-
dratos) y "pair fed" o paralelamente alimentados (median-
te la administracién de la misma cantidad de comida/Kg
peso/dia que ingiere el grupo alcohélico). Los animales
alimentados con esta dieta control se mantuvieron durante
un periodo de tiempo similar al del grupo alcohélico,
durante el cual se acostumbraron a beber mediante este
nuevo sistema asi como al nuevo sabor de la dieta.
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2.1.2. EXPOSICION PRENATAL AL ALCOHOL.
) 1

Después de 4 6 5 semanas de tratamiento, las hembras
alimentadas con dieta liquida (alcohélica y control) asi
como otras que consumian dieta sélida y agua "ad l1ib", se
cruzaron con los machos. Tras confirmar la gestacién, me-
diante 1a presencia de espermatozoides en el lavado vagi-
nal {(dia 0 de gestacién), 1las ratae se mantuvieron con
sus correspondientes dietas durante los 21 dias de ges-
tacién, en jaulas separadas.

La cantidad de dieta liquida consumida fué de x75
ml/dia, consiguiéndose unos niveles de alcohol en sangre
de 220 mM [218,224], que son similares a los encontrados
en mujeres alcohélicas embarazadas [92]. Ademis, estos
niveles son los requeridos en el estudio de la toxicidad
del alcohol en modelos animales [2,28,244].

Algunas hembras prefiadas de cada uno de los 3 grupos
(alcohélico, "pair fed"™ y control "ad 1ib") se destinaron
a las experiencias realizadas con fetos de 21 dias. Ese
dia se sacrificaron los animales (decapi tandolos mediante
guillotina), abriéndoles rapidamente la cavidad abdominal
y localizando el dtero gravido. Inmediatamente se separa-
ron los fetos, de los que se extrajo el cerebro o el hi-
gado, dependiendo del! experimento que se iba a realizar.
Con el fin de evitar variaciones de la estructura hepato-
citaria debidas a los ritmos circadianos [86]1, las ratas
se sacrificaron siempre a las 8:30 horas.

Las restantes hembras prefiadas que no se sacrifica-
ron llevaron a término su gestacidén, siendo estrictamente
vigiladas durante los dias 21 a 23 para controlar la
fecha exacta del nacimiento de las crias (dia 0 de lac-
tancial.

2.1.3. EXPOSICION POSTNATAL AL ALCOHOL.

El ndmero de crias por camada se mantuvo constante a
8-10, sacrificé&ndose el resto el dia del nacimiento. Las
crias se mantuvieron con sus respectivas madres hasta que
fueron sacrificadas a los 12 dias de lactancia.

, Las madres siguieron alimentandose con sus corres-—
pondientes dietas (alcohélica, "pair fed" o control “ad
1ib®"), aunque 1a composicién de la dieta liquida varié
ligeramente (Dieta I1) debido a los mayores requerimien-
tos proteicos durante este periodo. 1Igual que ocurrié
durante 1la gestacién, el grupo "pair fed" recibié una
cantidad de dieta restringida o equivalente a la del
grupo alcohélico. Durante Jla lactancia, las madres
consumieron alrededor de 120 ml/dia, 1o que conseguia que
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las madres alcohélicas tuvieran una alccholemia de x30
mM, mientras que la de sus crias fue de =x0,25 mM [2251.

A los 12 dias de 1lactancia se decapitaron varias
crias de cada camada (a las 8:30 horas) abriéndoles ré4pi-
damente la cavidad abdominal para obtener el higado.
Debido al menor peso de los higados de las ratas tratadas
con alcohol [2251, se maté mayor numero de crias (5-4)
que en el caso de los controles (4-5), para obtener un
mismo peso final de higado (3-4 g).

2.2. AISLAMIENTO Y CULTIVOS CELULARES.

2.2.1. AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS.

Para el aislamiento de hepatocitos se siguié el pro-
cedimiento de Lorenzo y cols. [141] con algunas modifica-
ciones.

Se partié de 3-4 g de higado que se obtuvieron de
4-6 ratas de 12 dias de edad, o de 9-12 fetos de 21 dias,
cuyas madres eran controles o tratadas con alcohol. Los
higados se lavaron en la solucién A (en mM: NaHCOy, 23,4;
MgS0.,~-7H;0 1,2; NaCl, 119,2; KC1, 4,5; KH.,PO,, 1,2; EGTA,
0,5), se trocearon y se incubaron en 1S5S ml de la misma
solucién durante 30 min con 1a finalidad de eliminar 1la
sangre. Todos los procesos de incubacién se realizaron en
un bafio de agitacién a 37°C, estando las células constan-
temente oxigenadas con carbégeno (0,/C0,, 95/4/54).

Transcurridos 1los 30 min, 1a suspensién celular se
centrifugé a 33 x g durante 2 min; el precipitado se
resuspendié en 15 ml de solucién B (solucién salina de
Krebs-Henseleit: solucién A sin EGTA, con CaCl; 2,5 mM>
que contenia 7,5 mg de colagenasa <(Boehringer? y se
incubé durante 40 min. Pasado este tiempo 1la suspensién
se filtré por una malla Nitex con poros de 500 y 90 ¥m de
tamafio, para eliminar los agregados celulares; se centri-
fugbé a 35 x g durante 2 min ¥ el precipitado se resuspen-—
dié en diferentes medios, dependiendo del experimento a
realizar. Todas las centrifugaciones se realizaron a
temperatura ambiente.

2.2.2 AISLAMIENTO Y CULTIVO DE ASTROCITOS.

Los cultivos primarios de astrocitos se realizaron
segin una técnica basada en 1a descrita por Hertz y cols.
[98] » Sensenbrenner y cols. [232]. Se utilizaron ratas
prefiadas de 21 dias, controles o tratadas con alcohol,
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empledndose para cada cultivo todos los cerebros de 1la
camada de una sola rata.

Todo el proceso que se describe a continuacién se
realizé en condiciones estériles. Luego de decapitar a la
rata se sacaron los fetos, los cuales a su vez fueron
decapi tados para extraer sus hemisferios cerebrales. Se
separaron cuidadosamente 1l1os bulbos olfatorios, hipo-
campo, ganglios basales ¥y meninges. Los hemisferios se
lavaron en medio de cultivo completo que contenia 204 de
suero bovino fetal (SBF) inactivado (Tabla 4); se disgre-
garon mediante aspiracién, primero con una pipeta de 10
ml! ¥y luego con una pipeta Pasteur, ¥ la suspensién resul-
tante se agité en un vértex a ma&xima velocidad durante 1|
min para destruir las neuronas presentes. La suspensién
celular se filtré a través de una malla Nitex con poros
de 80 Bm de tamafio (para eliminar capilares sanguineos y
agregados celulares), resuspendiéndose en el medio com-
pleto, en una proporcién de 15 ml/cerebro. Se sedimenté
en placas de cultivo de 2 cm de diametro, con una capa-
cidad de 2 ml/placa, lo que equivale a 745
placas/cerebro.

A algunas de estas placas se les affadié etanol al
medio de cultivo para obtener una concentracién final de
25 6 100 mM; estos niveles son similares a los encontra-
dos en sangre de alcohélicos crénicos, o tras una intoxi-
cacién aguda moderada de alcohol, respectivamente, tanto
en humanos como en animales experimentales.

Las placas con la suspensién celular se incubaron en
una estufa himeda de COy/aire (S54/95%4) a 37°C. El medio
de cultivo se cambié cada 3 6 4 dias por medio nuevo, el
cual contenia una concentracién de sustratos variable,
segln la edad del cultivo (Tabla 4.

El crecimiento de astrocitos se controlé tanto
bioquimica como morfolégicamente, tomando muestras a
diferentes dias de «cultivo, el cual se mantuvo normal-
mente durante 28 dias. Durante este periodo se analizé
tanto el crecimiento como la maduracién celular.



TABLA 4. Medio wutilizado para el cultivo de astrocitos
(para 1 1). 1

semanas
12 2a 32y43a
SBF inactivado
(57°C/30 min) (ml) 200 100 100
D-glucosa (g’ 4,42 - -
Bicarbonato sédico (g) 3,7 3,7 3,7
Fungizona (mg> 10 10 10
Antibidticos:
penicilina (W foo0 1000 1000
estreptomicina (mg> | 1 1 1
Medio Eagle modificado
de Dulbecco (Gibco) (g’ 10 i0 10

E!l pH del medio se ajusté a 6,9 con HC1, filtré&ndose
luego a través de Millipore 0,2 Pm. Los antibiéticos ¥y el
SBF se affadieron luego de filtrar el medio, en el momento
de utilizarlo.
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2.3. ESTUDIO DE LOS HEPATOCITOS.

2.3.1. SINTESIS DE PROTEINAS.

Para el estudio de 1la sintesis de proteinas se
utilizé el aminodcido 1leucina, marcado radiactivamente
con tritio. La incorporacién de amino&cidos marcados
radiactivamente en las células permite estudiar tanto 1la
cantidad como los lugares de sintesis y vias de migracién
de 1las proteinas en el interior de ltas célulacs. Esto se
puede estudiar tanto por métodos bioquimicos como auto-
rradiograficos.

Segin el método autorradiografico, 'a radiactividad
retenida en las células se debe, en un ?1-974, al amino-—
&cido marcado unido a proteinas [49]. E! orginulo que
aparece marcado en tiempos cortos de incorporacién co-
rresponde con el lugar de la sintesis de las proteinas, y
los lugares en los que aparecen durante las subsiguientes
desmarcas, representan distintas etapas de la migracién
de las proteinas ya sintetizadas.

Para estudiar la sintesis de proteinas de los hepa-
tocitos "in vitro®", se utilizaron fetos de 21 dias de
gestacién, de madres controles o tratadas con etanol, de
los que se obtuvieron 3-4 g de higado.

Una vez aisladas las células y obtenido el precipi-
tado de hepatocitos, se resuspendieron en 15 ml de MEM,
2mM glutamina, BSA al 1% (pH 7,4 a 37"C), filtr&ndose la
suspensién celular por sucesivas mallas Nitex con poros
de 90 ¥ 40 Pm.

Las células se contaron y diluyeron a una concentra-
cién de 10¢ células/ml de medio, affadiéndose 1 RCi/ml
de 3JH-4-5-L-leucina (actividad especifica de 32 Ci/mmol)
e incubindose durante 5 6 &0 min. La suspensién celular
se mantuvo constantemente oxigenada con carbégeno y en un
baffo de agitacién a 37°C.

Transcurrido el tiempo de incubacién 1a suspensién
de hepatocitos se centrifugé a 45 x g (temperatura
ambiente) durante 2 min. El1 precipitado se resuspendié en
MEM que contenia 100 Bg/ml de leucina y BSA al 1%, y se
volvié a centrifugar en las mismas condiciones para
eliminar al maximo 1a ®H-leucina no incorporada por las
células. Por Gltimo, el precipitado se resuspendié en el
mismo medio.

A los 0, 15, 30, 60 ¥ 90 min de incubacién en medio
sin is6topo (tiempos de desmarca), se centrifugé una
alicuota de 1 ml de la suspensién celular (10¢ células) a
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8.000 x g durante S min (4°C). El precipitado se lavé dos
veces con TCA al 3%, resuspendiéndose el precipitado
final en 0,25 ml de KOH 0,2 M, midiéndose por uGltimo 1la
concentracién de proteinas.

La radiactividad se determiné en el sobrenadante asi
como en el precipitado final de cada uno de los tiempos
de desmarca.

Para el estudio de la sintesis de proteinas mediante
autorradiografia, se siguié el método anterior pero
incubando la suspensién de hepatocitos con 200 RCi/ml con
la misma ?H-leucina durante 5 min. Se hicieron las
desmarcas a los 0, 15, 30 ¥y 60 min, centrifugando en las
mismas condiciones, ¥y el precipitado final se procesé
para su estudio ultraestructural. Se utilizé el precursor
a dosis tan altas porque la autorradiografia es mucho
menos sensible que el método anterior, pero tiene la ven-
taja de localizar dentro de la célula las proteinas sin-
tetizadas, a 1o largo de todo el proceso.

2.3.2. SINTESIS DE GLICOPROTEINAS.

Las glicoproteinas, que constituyen la inmensa mayo-
ria de 1las proteinas celulares, son cadenas polipepti-
dicas a 1o largo de 1las cuales se insertan cadenas de
oligosacdridos ¥ en cuya sintesis intervienen wvarios
orgénulos celulares.

Los esqueletos polipeptidicos se sintetizan en los
polisomas adheridos al reticulo endoplésmico rugqosc
(REr>. El1 primer paso de glicosilacién se realiza en el
interior del REr donde, a todas las cadenas polipepti-
dicas destinadas al aparato de Golgi, <se le afiade la
misma molécula de oligosacaridos (que contiene 14 molé-
culas de azicar, 9 de las cuales son manosa). Después de
perder 4 moléculas de azdcar (incluida 1 de manosa) en el
mismo REr, son transferidas a 1la zona "cis" del aparato
de Golgi. Una vez alli, cada glicoproteina sufrird unas
transformaciones diferentes, dependiendo de su destino:
las destinadas a los lisosomas reciben grupos fosfato sin
perder m&s moléculas de azdcar, mientras que las
glicoproteinas destinadas a secrecién y las destinadas a
la membrana plasmitica, pierden la mayoria de sus mano-
sas, a la vez que ganan 4cido sidlico, galactosa y N-ace-
tilglucosamina, principalmente en la 2zona “"trans" del
aparato de Golgi [212].

Para el estudio de la glicosilacién de proteinas se
utilizaron precursores marcados con tritio, eligiéndose
un azdcar que es incorporado en los primeros pasos de la
glicosilacién, la manosa, ¥y otro que se incorpora al
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final del proceso, la galactosa, como se ha comentado
anteriormente. Utilizamos hepatocitos aislados de fetos
de 21 dias, de madres controles o tratadas con alcohol.

La suspensién de hepatoci tos aislados (10¢
células/ml) se incubé con 1 KCi/ml de 3*H-manosa 6 1,2
KCi/ml de °H-galactosa (actividad especifica de 9,4 ¥ 6,9
Ci/mmol, respectivamente). Después de una incubacién de 5
min la suspensién celular se centrifugé a 45 x g a
temperatura ambiente durante 2 min; el precipitado se
resuspendié en MEM con BSA al 1% que contenia S5 mM de
manosa Yy 10 mM de piruvato sédico, 6 S mM de galactosa,
seglin se hubiese incorporado ?»H-manosa o *H-galactosa,
respectivamente. Se volvié a centrifugar en las mismas
condiciones para eliminar al maximo los azlcares radiac-
tivos no incorporados por las células, resuspendiéndose
de nuevo en sus respectivos medios.

A los 0, 15, 60 y 180 min de desmarca se tomé6 1 ml
(10° células) de la suspensibn celular, centrifugandose a
8.000 x g (4°C)> durante 5 min. El precipitado se lavé 2
veces con TCA al S%, resuspendiéndose el precipitado
final en 0,25 ml de KOH 0,2 M, donde se midié la concen-
tracién de proteinas.

La radiactividad se determiné en el sobrenadante asi
como en el precipitado final de cada uno de los tiempos
de desmarca.

Para el estudio de 1l1a glicosilacién de proteinas
mediante autorradiografia, se siguié el método anterior
pero incubando 1los hepatocitos durante S min con 100 6
120 KCi/ml con las mismas 3®H-manosa o ®H-galactosa,
respectivamente. Se realizaron desmarcas de 0, 15, 60 »
180 min, centrifugandoc en 1las mismas condiciones, ¥
"procesando el precipitado +final de hepatocitos para su
estudio ultraestructural. La justificacién del wuso de
dosis tan altas para el estudio de 1la sintesis de
glicoproteinas por medio de autorradiografias, queda
reflejada en el apartado 2.3.1.

2.3.3. SEPARACION DE SUBPOBLACIONES HEPATOCITARIAS POR
GRADIENTE DE DENSIDAD.

Para el estudio de las subpoblaciones de hepatocitos
se utilizaron ratas de 12 dias de edad postnatal, ya que
los hepatocitos no presentan heterogeneidad metabélica
hasta esa edad [109,1111].

Una vez aislados los hepatocitos y obtenido el pre-
cipitado celular, se resuspendié en la solucién C (solu-
cién A con BSA al 1%, ver apartado 2.2.1.) y se filtré
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por sucesivas mallas Nitex con poros de 90 y 60 Pm. Para
eliminar las células: muertas se afiadié 0,15 mg/ml de
tripsina y 0,10 mg/ml de DNAasa, agitindose dicha
suspensién celular durante 2 min, transcurridos los
cuales se affadié 0,3 mg/ml de un inhibidor de la tripsina
(tipo 1, Sigma) para detener el proceso. Las células se
centrifugaron a 35 x g durante 2 min, resuspendiéndose el
precipitado celular en 15 ml de solucidén A ¥y filtrandose
por una malla Nitex con poros de 35 Bm. Durante todo el
proceso se mantuvo la oxigenacién con carbégeno.

De la suspensién obtenida se tomaron alicuotas para
medir la viabilidad ¥y el numero de células, asi como
diversos parametros bioquimicos ¥y andlisis con el cito-
fluorimetro de flujo. El resto se utilizé para la separa-
cién de subpoblaciones hepatocitarias en gradiente de
densidad.

Dicho gradiente de densidad se confeccioné diluyendo
Percoll (Pharmacia) en agua hasta consegquir diferentes
soluciones cuyas densidades, a 22°C, eran: 1,077, 1,086,
1,089, 1,095, 1,101, 1,107, 1,112 ¥y 1,119 g/cm®; todas
estas soluciones contenian una concentracién final de
0,15 M NaCl y BSA al 1%. Se preparé un gradiente discon-
tinuo deposi tando sucesivamente 1,5 ml de las soluciones
de Percoll, de mayor a menor densidad, en 6 tubos sili-
conados, usando para ello un Fformador de gradientes.
Sobre éstos se depositaron 2,2 ml de suspensién de hepa-
tocitos (4 x 10¢ células/ml) ¥y se centrifugé a 600 x g a
12°C durante 20 min (Fig. 3>. Transcurrido este tiempo se
recolectaron las diferentes bandas celulares mediante
aspiracién, uniéndose las células de 1la misma banda de
los 6 tubos centrifugados.

Para eliminar el Percoll, cada fraccién celular se
diluyé en la solucién C, centrifugindose a continuacién a
425 x g (12°C) durante 15 min. Esta operacién se repitié
dos veces. En el dGltimo precipitado de cada fraccién
aislada se determinéd la viabilidad celular, se realizé un
analisis con el citofluorimetro de flujo, ¥y a conti-
nuacién se dividieron en dos partes cada uno de los
precipi tados; una parte se utilizé para medir actividades
enzimidticas ¥ la otra se fijé con glutaraldehido para los
estudios ultraestructurales.

La viabilidad celular e determiné por el test de
exclusién de azul trip&n. La preservacién de los hepato-
citos se confirmé tanto por microscopia de contraste de
fases como por secciones semifinas (2 Bm).

Para realizar los andlisic enzimdticos se centrifu-
garon las distintas fracciones celulares a 425 x g (12°0C)
durante 15 min. Los precipitados resultantes se resus-



DENSI DAD:
AGREGADOS, ETC.

min

1,086 F2
1.089 F3
1.095 (12*C) F4
F5
F6

Figura 3. Separaciéon en subpoblaciones de los hepatocitos
aislados de ratas de 12 dias. Se depositaron 2,2 mi de 4
x 10* células/ml sobre un gradiente discontinuo de so-
luciones de Percol1l, de densidades entre 1,077 y 1,119.
Tras centrifugar a 600 x g durante 20 min <a 12"C) se ob-
tuvieron 6 subpoblaciones celulares que se repitieron en
todos los experimentos.
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pendieron en tampén 10 mM HEPES que contenia Tritén X-100
al 1%, y se congelaron a -80"C. Al dia siguiente se des-
congelaron y congelaron 3 veces y se homogeneizaron para
romper al méximo las células. Los an&lisis enzimaticos se
realizaron tomando alicuotas de estos homogenados.

2.3.4. METODO UTILIZADO PARA ANALISIS ULTRAESTRUCTURALES.

2.3.49.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Todas 1as muestras que iban a ser objeto de estudio
ul traestructural se lavaron 3 veces en tampén BSA al 1%,
centrifugindose a 90 x g durante 15 min cada vez. Los
precipitados se fijaron a 4°C con glutaraldehido al 1% ¥
formaldehido al 0,74 en tampén cacodilato 0,05 M (pH 7,4
a 4°Cc, 2 mM CaCly, osmolaridad 300 mOsm).

Después de 1S5S min los sedimentos celulares se despe-
garon y se fijaron otros 15 min con fijador nuevo. A con-
tinuacién se corté cada sedimento en unos 30 bloques pe-
quefios (de X1 mm® . De cada grupo de bloques se eligieron
8 al azar, los cuales se fijaron en el mismo fijador a
4*C durante 30 min; a continuacién se lavaron con tampén
cacodilato a 4°C durante 2 h y posteriormente se fijaron
con una solucién de 0s0, al 0,24 y ferrocianuro potasico
al 0,84, manteniéndose en oscuridad y a temperatura am-
biente durante 3 h.

Transcurrido este tiempo se lavaron con el tampén
cacodilato y se tifieron en bloque con una solucién acuosa
de acetato de uranilo al 0,54, en oscuridad y a tempera-
tura ambiente durante 45 min. Posteriormente se deshidra-
taron por pases sucesivos en acetona de concentracién
creciente y se incluyeron en resina Vestopal.

Para los estudios estereolégicos se siguieron méto-
dos estandar [41,274]1. Para ello se eligieron al azar 3
-bloques de cada grupo de 8 de cada experimento. De cada
bloque se hicieron 4 secciones ultrafinas con el ultra-
microtomo (color de interferencia, plata> a intervalos
iguales, no inferiores a 200Km.

2.3.4.2. TECNICA DE CITOQUIMICA.

Para 1l1a demostracién citoquimica de 1a UDPasa, que
es un marcador especifico de la zona "trans®" del aparato
de Golgi, se siguié la técnica descrita por Renau-Pique-
ras Yy cols. [203). La UDPasa cataliza la siguiente reac-
cién:
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galactosyltransferasa
UDP-Gal + GlcNAc > UDP + GlcNAc-Gal
Mmz*

1 UDPasa

UMP + Pi  (e)

El Pi se detecta con el cloruro de cerio (CeClg).

Las muestras se fijaron a 4°C con glutaraldehido al
24 en tampén cacodilato (pH 7,2), que contenia sacarosa
al 5/. Después de 15 min se cortaron en unos 15 bloques
pequefios. De cada grupo de bloques <se eligieron é al
azar, los cuales se fijaron con la solucién de glutaral-
dehido durante 45 min; a continuacién se lavaron 3 veces
en un tampén de reaccién apropiado y se introdujeron en
el mismo tampén que contenia DMSO al 10X. Después de 40
min, se congelaron con isopentano enfriado con nitrégeno
liquido y se obtuvieron secciones de 20 Km.

Las secciones se preincubaron a 37°C en medio sin
sustrato durante &0 min. A continuacién se ensayé la
actividad enzimatica mediante 1a inmersién de las seccio-
nes en la solucién adecuada, que contenia iones de cerio
como agente de captura. Las muestras se incubaron a 37°C
en un baMo de agitacién durante 90 min (cambiando el
medio a 1los 45 min). La reaccién se detuvo lavando las
secciones en tampén cacodilado y a continuacién se volvié
a fijar con glutaraldehido frio. Las muestras se +fijaron
en 0s0, al 2/ que contenia KFe(CN), al 0,84, tififendo en
bloque con acetato de uranilo acuoso al 1%, se deshidraté
con acetona, ¥y se incluyeron en Poly-Bed-812.

Finalmente, para el tratamiento de tetréxido de
osmio, que se deposita especificamente en l'a zona "cis"
del aparato de Golgi, las muestras de hepatocitos se
incubaron en 0s04 al 24 sin tamponar, a 40°C durante 24
h. A continuacién se incubaron nuevamente en 0s0, fresco
al 2/, a 40°"C durante otras 24 h, se lavaron en agua, se
trataron con acetato de wuranilo al 0,54 durante 90 min,
se deshidrataron en pases sucesivos de alcohol, y se
incluyeron en Poly/Bed-812.

2.3.4.3. TECNICA DE AUTORRADIOGRAFIA.

Las secciones que iban a ser objeto de autorradio-
grafias se procesaron siguiendo técnicas estandar [1521].

Estas secciones, de espesor entre %00 ¥y 1.200 A
(color de interferencia, oro) se colocaron sobre porta-
objetos de vidrio que habian sido previamente recubiertos

-
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de celoidina, ¥y se contrastaron con solucién acuosa de
acetato de uranilo al 9% durante 1 h. Todo el proceso que
se describe a continuacién se realizé en oscuridad. Se
introdujeron los portaobjetos con las secciones en emul-
sién fotogrdfica durante unos sequndos y se dejaron
secar. A continuacién se almacenaron en cajas con atmés-
fera seca y al abrigo de la luz, dejando 1las secciones
4-6 semanas a 4"C.

Transcurrido este tiempo las muestras se revelaron y
fijaron segdn métodos autorradiogrdficos estandar [1352].
Una vez fijadas, se procedié al desprendimiento de la
pelicula de celoidina con las secciones, para colocarlas
sobre rejillas.

2.3.4.4. ESTUDIO DE LAS MICROGRAFIAS.

Todas las secciones, tanto 1las que habian sido
objeto de autorradiografias como 1las que no, se montaron
sobre rejillas de cobre (malla de 200) cubiertas con
carbono, ¥y se tifieron con acetato de uranilo y citrato de
plomo.

Se hicieron micrografias a dos niveles de amplia-
cién, utilizando el sistema de muestreo de cuadrados ali-
neados. El nivel I (x ?2.574) se utilizé para analizar cé-
lulas, citoplasma ¥ ndcleo. El1 nivel 11 (x 20.520) para
el estudio de mitocondrias, lisosomas, glucégeno, reticu-
lo endoplasmico rugoso ¥ liso (REr y RE1), aparato de
Golgi, vacuolas lipidicas y peroxisomas. Tanto el proceso
de obtencién de las micrografias como su an&lisis se hizo
siguiendo sistemas estandarizados [41,201,274].

E1 tamaffo minimo de la muestra para cada parametro
se determiné mediante 1a técnica de las medias progresi-
vas (limite de confianza * 5X) [279]1. Puesto que no se
detectaron diferencias significativas (andlisis de la va-
rianza, p ¢ 0,03) entre las diferentes muestras de cada
grupo, los resultados se expresan como la media % S.D.
por grupo (alcohélico o control).

El estudio estereolégico de las muestras que habian
sido objeto del estudio citoquimico de 1a UDPasa y 0Os0,
se realizé segin Renau-Piqueras y cols. [203], usando un
sistema Leitz ASM para andlisics semiautomdtico de imige-
nes. La densidad de volumen (Vv) del aparato de Golgi se
determiné en los hepatocitos fijados con glutaraldehido-
formaldehido ¥ una fijacién posterior con osmio reducido;
dicho orgénulo se estudié especialmente para analizar su
preservacién morfoldgica a 1o largo de 1os tiempos de
desmarca.



47

El estudio de las muestras procesadas para anéilisis
de actividad citoquimica se realizé utilizando una plan-
tilla de doble cuadricula <(relacién 1:9) y la fé6rmula:
Vvi = Pi/Pt. La densidad de volumen de los depésitos so-
bre el aparato de Golgi asi como de aquellos aparatos de
Golgi que contenian producto de reaccién se estimé super-—
poniendo 1la plantilla a cada micrografia y contando los
puntos sobre los depésitos <(Pid o sobre el aparato de
Golgi (P’i). Pi ¥y P’i se dividieron entre el total de
puntos sobre el citoplasma del hepatocito (Pt). Los re-
sul tados se expresaron como la relacién entre la Vv de
los depésitos ¥ 1a Vv del aparato de Golgi que contenia
dichos depésitos. Se consideraron todos los depésitos,
sin tener en consideracién su densidad electrénica.

2.3.4.5. ESTUDIO DE AUTORRADIOGRAMAS.

Se conté el nimero de marcas que habia sobre cito-
plasma, membrana plasmatica, REr y aparato de Golgi, se-
gin los circulos de probabilidad del 95X. El numero total
de marcas por célula oscilé entre 250 y 450.

La distribucién de 1las marcas asi obtenidas no da
una imagen exacta de la distribucién de 1a radiactividad
en estas estructuras celulares, ya que el REr y el apa-
rato de Golgi se encuentran distribuidos al azar por el
citoplasma de células secretoras, como hepatocitos, y por
tanto pueden contarse falsas marcas que también se dis-
tribuyen al azar por toda 1a célula. Por ello se calculé
la "distribucién corregida de marcas" o "relacién de con-
centraciones®", que consiste en referir el nimero de mar-
cas sobre cada subestructura, al &rea relativa que ocupa
dicha estructura en el citoplasma [277]. Cuando dicha re-
lacién da un valor inferior a la unidad, no se considera
significativa.

2.4. ESTUDIO DE LOS CULTIVOS DE ASTROCITOS.

2.4.1. PUREZA DE LOS CULTIVOS.

Para estudiar la pureza de l1os cultivos se determiné
la presencia de la proteina fibrilar &cida de 1la glia
(GFAP) considerada como marcador especifico de astrocitos
[27,521.

Se tomaron placas en las que, antes de sembrar las
células, se habia puesto una laminilla de cristal, para
que las células crecieran sobre ella. El cultivo se traté
con acetona a —-20°"C durante 10 min, para permeabilizar y
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fijar las células, A continuacién 1las células se
incubaron con un anticuerpo monoclonal anti-GFAP (1:10,
Boehringer) durante 60 min a 37°C; se lavaron con PBS »
se incubaron nuevamente durante otra hora a 37°C con
anti~-1gG de ratén obtenida de cabra (1:100, Sigma), que
estaba conjugado con isotiocianato de <fluorescenina
(FITC). Pasado este tiempo las laminillas se montaron con
PBS:glicerol (1:1) y se observaron al microscopio de
fluorescencia.

2.4.2. SINTESIS DE PROTEINAS.

) La justificacién del uso de este método queda expre-
sado en el apartado 2.3.1.

Para estudiar la sintesis de proteinas en astroci-
tos, se tomaron placas a diferentes dias de cultivo. Las
células se lavaron durante 10 min con medio Eagle sin
leucina, 20 MM HEPES, y a continuacién se incubaron
durante &0 min con el mismo medio que contenia S5 KRCi de
3H-4-5-L-leucina (actividad especifica de 43 Ci/mmol). EIl
proceso se detuvo por sucesivos lavados con PBS + 2 mM de
leucina (a 4°C), TCA al 104, »y wun JuGltimo lavado con
etanol; estos pasos tenian por objeto eliminar el precur-
sor radiactivo no incorporado y precipitar las proteinas
celulares TCA-precipitables. La capa celular se disolvié
con NaOH 0,4 N, ¥y en 1la solucién resultante se midié
radiactividad y concentracién de proteinas.

2.4.3. SINTESIS DE ADN Y ARN.

El estudio de l1a biosintesis de los &cidos nucleicos
se realizé mediante la incorporacién de nucleédsidos mar—
cados radiactivamente. Se utilizé timidina y uridina mar-
cadas con tritio, para estudiar la sintesis de ADN y ARN,
respectivamente.

Cuando se proporciona un nucleésido a la célula,
éste se incorpora ripidamente a los &cidos nucleicos si
esta&n siendo sintetizados. La sintesis de ADN ocurre
dnicamente durante una de las fases del ciclo celular, el
periodo S, de manera que el precursor sélo se incorporara
a la molécula de ADN cuando las células estén en dicha
fase ¥y sean por tanto capaces de dividirse. Sin embargo,
la sintesis de ARN se realiza tanto en el periodo S como
en los G, y Gi.

El protocolo seguido para el estudic de la sintesis
de 4&cidos nucleicos en los astrocitos fué similar al
utilizado para estudiar 1a sintesis de proteinas. Tras
lavarse 2 veces con medio MEM, las células se incubaron
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durante &0 min con medio MEM que contenia 1 KCi/ml de
*H-metil-Timidina o de *H-4-5-«Uridina <(ambas con una
actividad especifica de 5 Ci/mmol) para estudiar la sin-
tesis de ADN o de ARN, respectivamente.

El proceso se detuvo mediante sucesivos lavados con
medio MEM a 4°C (sin los precursores radiactivos), TCA al
104, ¥ un altimo 1lavado con etanol. La capa celular
resul tante se disolvié con NaOH 0,3 N, deoxicolato sédico
al 0,4%, midiéndose la radiactividad asi como la concen-
tracién de proteinas.

2.49.4. PROCESAMIENTO DE LAS CELULAS PARA ESTUDIOS
BIOQUIMICOS.

Para el estudio de diferentes parametros bioqui-
micos, se tomaron placas a lo largo de todo el cultivo.
La monocapa celular se despegé con una barra de goma
(policeman-rubber), ¥ la suspensién resultante se cen-
trifugé a 1.700 x g durante 20 min. El1 precipitado se
ltavé 2 veces en tampén tris—CIH S0 mM (pH 7,2), ¥ se
congeldé a —-80°C, manteniéndose toda l1a noche.

Al dia siquiente, 1a suspensién celular se descon-
gelé ¥ congelé 3 veces, y se homogeneizé para liberar al
madximo las enzimas ligadas a las membranas celulares. De
este homogenado o suspensién de células rotas, se deter-—
miné la cantidad de proteinas, y se diluyé hasta obtener
una concentracién de 1 mg de proteina/ml, cuando fué
posible, para determinar las diferentes actividades
enzimaticas.

2.5. DETERMINACIONES ENZIMATICAS.

ALANINA AMINOTRANSFERASA

Esta enzima cataliza la siguiente reaccién:
L-alanina + a-cetoglutarato =2 piruvato + L-glutamato (f>

El ensayo utilizado para medir esta enzima se basé
en el acoplamiento de dos reacciones enzimidticas. En pri-
mer lugar, la reaccién catalizada por la alanina amino-
transferasa, la cual forma piruvato. En segundo lugar, la
reaccién catalizada por 1la 1lactato deshidrogenasa (LDH)
que, comc veremos mas adelante, wutiliza el piruvato
formado y da lugar a NAD*, midiéndose la disminucidén de
absorbancia a 340 nm, durante un periodo de tiempo no
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superior a S min [230]. Un volumen final de 1 ml se pre-
incub6, a 37'C durante S min, la mezcla de reaccién que
contenia: 100 mM fosfato potédsico pH 7,3, 4 mM a-ceto-
glutarato, 0,2 mM NADH, 6 U de LDH ¥y el homogenado que
contenia la enzima. La reaccién se inicié afadiendo
L-alanina (17mM) a las cubetas de reaccién.

GLUTAMICO DESHIDROGENASA

Ecsta enzima cataliza 1a siquiente reaccién:

ax—cetoglutarato + NH,* + NADH

=——— glutamato + NAD* + H.0 (q

El ensayo utilizado se basé. en el registro grafico
de la disminucién de absorbancia a 340 nm, debido al
continuo consumo de NADH, durante un periodo de tiempo no
superior a S min.

Para medir la actividad de esta enzima en hepatoci-
tos, se utilizé el método descrito por Salinas y cols.
[2168). Se preincubé un volumen final de 1 ml la mezcla de
reaccién contenia: 45 mM fosfato potasico pH 7,4, 30 mM
a-cetoglutaratec pH 6,8, 0,07 mM NADH ¥ el homogenado que
contenia la enzima. La reaccidén se inicié afiadiendo NH.CI
(105 mM) a las cubetas de reaccién.

Para la medida de 11a actividad de esta enzima en
astrocitos se utilizé el método de Leong »y Clark [126]
debido a su mayor especificidad para este tipo de mues-—
tras. Un volumen final de 1 ml se preincubé, a 37°C
durante S min, 1a mezcla de reaccién que contenia: 100 mM
fosfato potasico-tris pH 7,7, 1 mM EDTA-K*, 0,2 mM NADH,
2 mM ADP, 0,1% Tritén X-100, 10 mM o—cetoglutarato pH 7 »
el homogenado que contenia la enzima. La reaccién se
inicié mediante la adicién de acetato aménico (200 mM) a

las cubetas de reaccién.

LACTATO DESHIDROGENASA

Esta enzima cataliza la siguiente reaccién:
piruvato + NADH + H* —=1lactato + NAD* C(h>

E1 ensayo utilizado se basé en el registro gréfico
de la disminucién de absorbancia a 340 nm, debido al
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continuo consumo de NADH, durante un pericdo de tiempo no
superior a 5 min [24]. Se preincubé un volumen final de 1
ml a 37°C durante S min, la mezcla de reaccién que
contenia: 48 mM fosfato potasico pH 7,5, 0,18 MM NADH ¥
el homogenado que contenia la enzima La reaccién se
inicié attadiendo piruvato sédico (0,6 mM) a las cubetas
de reaccién.

PIRWATO KINASA

Esta enzima cataliza la siguiente reaccién:
PEP + ADP — piruvato + ATP i)

Como vimos en el caso de 1la alanina aminotrans-
ferasa, el ensayo utilizado para medir la actividad de la
piruvato kinasa se basé en el acoplamiento de dos
reacciones enzimiticas: 1la catalizada por ésta ¥y la
catalizada por 1la lactato deshidrogenasa (LDH) [88]. Se
preincubé un volumen final de 1 ml a 37°C durante 3 min,
la mezcla de reaccién que contenia 123 mM tampén trieta-
nolamina pH 7,5, 92,5 mM KCl, 16,25 mM MgS04, 1,2 mM
EDTA-Nag, 0,18 mM NADH, 1 mM phosphoenolpiruvato (PEP),
6,12 U de LDH ¥ el homogenado que contenia la enzima. La
reaccién se inicié afMfadiendo ADP (3 mM)> a las cubetas de
reaccién.

ALCOHOL DESHIDROGENASA

Esta enzima cataliza la reaccién (ad>. El ensayo uti-
lizado para determinar su actividad se basé en el regis-
tro grafico del incremento de absorbancia a 340 nm, debi-
do a 1a continua formacién de NADH, durante un periodo de
tiempo no superior a 3 min [114].

Se preincubé un volumen final de 1 m! a 37°C durante
S min, la mezcla de reaccién que contenia: 70 mM tampén
glicil-glicina pH 2,4, 0,64 mM NAD* y el homogenado que
contenia la enzima. La reaccién se inicié al afadir
etanol (100 mM), midiéndose el incremento de absorbancia
antes y después de la adicién de etanol.

ALDEHIDO DESHIDROGENASA

Esta enzima cataliza 1a reaccién (d>. El ensayo
utilizado para medir la actividad de esta enzima se basé
en el registro grafico del incremento de absorbancia a
340 nm, debido a la continua formacién de NADH, durante
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un periodo de tiempo no superior a S min [114].

Se preincubé un volumen final de 1 ml a 37°C durante
S min, la mezcla de reaccién que contenia: 70 mM pirofos-
fato sédico pH 8, 1,3 mM NAD, 3,3 mM pirazol ¥ el homo-
genado que contenia la enzima. La reaccién se inicié afia-
diendo acetaldehido a las cubetas de reaccién a una con-
centracién final de SmM 6 & BM, segin se fuese a deter-
minar la actividad de ALDH de baja o alta afinidad, res-
pectivamente. El incremento de absorbancia se midié antes
¥y después de la adicién de acetaldehido.

GLUTAMINA SINTETASA

La reaccién catalizada por esta enzima es la
siguiente:

L-glutamina + NHOH == L-¥r—-qlutamilhidroxamatoc + NH; (j)

El ensayo utilizado se basé en 1a medida del
Y-glutamilhidroxamato liberado [215]. En un volumen final
de 1 ml se preincubé, a 37°C durante S min, la mezcla de
reaccién que contenia: S0 mM imidazol-ClH pH 7,2, 20 mM
MgClz, 235 mM mercaptoetanol, S0 mM Na-L—glutamina, 100 mM
hidroxilamina, ¥ el homogenado que contenia la enzima. La
reaccién se inicié mediante 1la adicién de ATP-Na (100
mM) .,

Tras 1 h de incubacién, la reaccién se detuvo
affadiendo 1,5 ml! de cloruro férrico 0,372 M, TCA 0,2 y CIH
0,67 N. La mezcla de reaccién se centrifugé a 3.000 x g,
determinandose la cantidad de Y—glutamilhidroxamato 1ibe-
rado en el sobrenadante. Al unirse este Gltimo compuesto
con el cloruro férrico da un color marrén caracteristico,
cuya intensidad de color se mide a 3535 nm.

BUTILCOLINESTERASA

Esta enzima cataliza la siquiente reaccién:
Butiltiocolina ——tiocolina ‘+ butanato <k

El ensayo utilizado se basé en el registro gréafico
del aumento de absorbancia a 412 nm durante un periodo de
tiempo no superior a S min [51]. En un volumen final de 1
ml se preincubé, a 37*C durante 5 min, la mezcla de
reaccién que contenia: S50 mM tampén fosfato potisico pH
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7, butiltiocolina 0,725 mM, ¥y el homogenado que contenia
la enzima. La reaccién se inicié mediante la adicién de
0,5 mM de &cido ditiobisnitrobenzoico (DNTB). Al unirse
este Gltimo producto, no enzimiaticamente, a los grupos
tiélicos de 1a tiocolina producida, da un color amarillo
cuya intensidad se mide a 412 nm.

ADENOSIN TRIFOSFATASA (Na*,K*)
Esta enzima ((Na*,K*)ATPasa) cataliza la siguiente

reaccién:

Na* K* Mg**
ATP > ADP  + Pi (1)

El ensayo utilizado se basé en la medida de la can-
tidad de fosfato inorginico (Pi)> liberadoc [2561. Un volu-
men final de 1 ml se preincubé, a 37°C durante 5 min, 1la
mezcla de reaccién que contenia: 50 mM tampén tris-CiH pH
7,5, 100 mM CINa, 15 mM CIK, S mM CIMg ¥ el homogenado
que contenia la enzima. La reaccidén se inicié attadiendo
tris-ATP (S mM). Tras 10 min de incubacién, la reaccién
se detuvo mediante la adicién de 1 ml de TCA al 10%.

Los ensayos <se realizaron en tubos duplicados, en
uno de los cuales <(que no contenia CIK ni CINa) se
adicioné 1 mM de ouabaina (inhibidor especifico de 1la
(Na* ,K*>ATPasa). La diferencia entre las actividades en
ausencia y presencia de ouabaina dié la actividad de 1la
enzima.

Tras detener la reaccién se centrifugaron los tubos

a 3.000 x g, determinando la cantidad de Pi liberado en
el sobrenadante por el procedimiento de Gomori [70].

ADENOSIN TRIFOSFATASA (Ca?*)

La reaccién catalizada por esta enzima (Ca*ATPasa)
es la siquiente:

Ca?*
ATP ——— ADP + Pi {m)
El ensayo utilizado se basé en la medida de 1la

cantidad de Pi liberado [80]. Un volumen final de 0,5 ml
se preincubé, a 37°C durante S min, 1a mezcla de reaccién
que contenia: 25 mM imidazol-ClH pH 7,1, 100 mM CI1K, 3 mM
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CiMg ¥ el homogenado que contenia la enzima. La reaccién
se inicié afladiendoe tris-ATP (2 mM). Tras 10 min de
incubacién se detuvo la reaccién affadiendo 0,5 ml de TCA
al 10%. E1l Pi liberado se determiné por el procedimiento
de Gomori [701].

Los ensayos se hicieron en tubos duplicados, en uno
de los cuales se aNadié 0,5 mM EGTA <(quelante de 1los
iones Ca?*) ¥y en el otro 2 KM Cl.,Ca C(activador de la
enzima). Las diferencias entre 1las actividades con y sin
Ca?* dié la actividad de la Ca?*ATPasa.

9RIBONUCLEOTIDO FOSFORILASA

Esta enzima (5°nucleotidasa? cataliza 1a siguiente
reaccién:

AMP + H;0 ——» adenosina + Pi (n)

El ensayo utilizado se basé en la medida de la
cantidad de Pi liberado [157]1. Un volumen final de 0,5 ml
se preincubé, a 37°C durante S min, la mezcla de reaccién
que contenia: S0 mM tris-CIH pH 7,5, 100 mM CI1K, 100 mM
CiMg, 10 mM tartrato Na*K* y el homogenado que contenia
la enzima. La reaccién se inicié afadiendo S mM AMP, Tras
15 min de incubacién se detuvo la reaccién affadiendo 0,5
m! de TCA al 10%. La cantidad de Pi liberado se midié en
el sobrenadante por el procedimiento de Gomori [70].

Los ensayos se hicieron por duplicado: en unoc de los
tubos se detuvo la reaccién a tiempo cero (blanco) ¥y en
el otro a los 15 min. Las diferencias entre las dos
medidas dié la actividad de 1a enzima.

2.6.0TRAS DETERMINACIONES

ALCOHOL Y ACETALDEHIDO

Ambos me tabolitos se determinaron medianto cromato-
grafia de gases con "espacio de cabeza®" e inyeccién auto-
matica de la muestra, siguiendo el procedimiento de
Eriksson y <cols. [354]1 y Sanchis [2181. Las condiciones
del cromatégrafo fueron 1las siguientes temperaturas:
inyeccién 170"C, horno <(columna) 73"C, detector 140°C »
muestra 70°C.

Las muestras (sangre o medio de cultivo) se diluye-
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ron en un volumen total de 0,5 ml de H,0 ¥ se introduje—
ron en viales de vidrio de cierre hermético (especiales
para la inyeccién automitica de la muestra). Las 4&reas
obtenidas de los diferentes picos se analizaron automati-
camente por un integrador Sigma 13.

Se realizaron curvas estandar de etanol y acetalde-
hido bajo las mismas condiciones que las muestras. Se
realizaron blancos con agua bidestilada al comenzar vy
finalizar los andlisis.

PROTEINA

La concentracién de proteinas en las muestras se
determiné segin el método de Lowry ¥ cols. [143], usando
seroalbimina bovina como est&ndar.

ADN

El contenido de ADN de las muestras se determiné por
el método fluorimétrico de Labarca Yy Paigen [1191. La
muestra se diluyé en tampén 0,05 M NaPO,, 2 M NaCl pH
7,4, para disociar la cromatina. Al aMadirle bisbenzimi-
dazole se produce un aumento de fluorescencia a una exci-
tacién de 340 nm y emisién de 4460 nm, proporcional al
contenido de ADN. Se utilizé ADN de timo bovino como
estandar.

RADIACTIVIDAD

Para determinar la radiactividad en las muestras se
tomaron diferentes alicuotas, se neutralizaron » se les
affadié liquido de centelleo.

Antes de contar la radiactividad, los viales con las
muestras permanecieron 5 6 6 h en oscuridad ¥y a 4"C, para
evitar problemas de fotoluminiscencia y quimioluminis—
cencia.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados estan expresados como media *
desviacién estandar (S.D.) o error esténdar (S5.E.)>. Para
calcutar el grado de significacién entre los valores
obtenidos de los diferentes grupos, 1los datos se proce-
saron mediante el test "t" de Student.

En los cultivos de astrocitos, los puntos obtenidos
experimentalmente del contenido de ADN y de proteinas se
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ajustaron, mediante regresién logaritmica, a una curva de
crecimiento logaritmico de ecuacién general:

Yy = A + B log(x)

habiéndose descartado previamente la posibilidad de ajus-
te a otros tipos de curva.

Cuando los valores obtenidos de ratas control "pair
fed" y control "ad 1ib" no mostraron diferencias estadis-
ticamente significativas, se unieron en un solo grupo de-
nominado “control®.



RESULTADOS
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1. ESTUDIO DE LOS HEPATOCITOS.

R

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

El aislamiento de hepatocitos de ratas adultas es un
procedimiento rutinario en muchos 1laboratorios; sin
embargo, el aislamiento de estas células a partir de
ratas fetales o necnatales es mas problemdtico debido por
un lado, al pequefic tamalio de los higados y por otro, a
la gran cantidad de células hematopoyéticas que existen
en el higado a esa edad.

Tanto l1os higados fetales como los de ratas neona-
tales son de dififil perfusién debido a su tamafio, por lo
que no pudimos emplear los procedimientos que general-
mente se utilizan para aislar hepatocitos de higado de
rata adulta, basados en 1a perfusién de dicho é6rgano. Por
ello utilizamos otro procedimiento, basado en el descrito
por Lorenzo y cols. [141].

El procedimiento alternativo a 1a perfusién, wutili-
zado en ratas adultas, se basa en una serie de pasos cuya
funcién es:

192) Disgregacién parcial del tejido mediante troceado
mecanico.

29) Lavado exhaustivo de los 'fragmentos para eliminar
parcialmente células hematopoyéticas ¥y hematies ma-

duros.

39) Incubacién en una solucién de colagenasa para la
disgregacién total de los hepatocitos.

40) Eliminacién del tejido conjuntivo y agregados celu-
lares por sucesivos pases a través de mallas de ta-
mafioc de poro decreciente (500-35 BPm). Debido a que,
por una parte 1los hepatocitos tienden a agregarse
répidamente, ¥ por otra el ADN de las células rotas
tiende a formar una especie de entramado capaz de
retener células, al final de los filtrados descritos
se traté 1a suspensién celular con tripsina ¥y
ADNasa, ademi&s de mantener una continua disgregacién
mecanica.

S59) Las células hematopoyéticas ¥y los hematies que
pudieran quedar, se eliminaron por aspiracién, ya
que dichas células sedimentaban, tras centrifuga-
cién, en la parte superior del precipitado, y ademis
eran facilmente identificables por su color rojo.
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La recuperacién de hepatocitos oscilé entre 10 y 14
x 10¢ células/g de' higado, con una pureza de =984, tanto
para los controles como para los expuestos al alcohol. La
viabilidad fué superior al 90%, manteniéndose valores
similares hasta el final de los experimentos, gracias a
que los hepatocitos se mantuvieron en soluciones que
contenian BSA, ¥ estuvieron constantemente gaseados con
carbégeno.

1.2. SINTESIS DE PROTEINAS EN HEPATOCITOS.

La sintesis de proteinas se estudié mediante 1la
incorporacién, procesamiento y liberacién de ?H-leucina,
por métodos bioquimicos y autorradiograficos.

1.2.1. INCORPORACION Y LIBERACION DE ®H-LEUCINA.

La figura 4 muestra 1la incorporacién de *H-leucina
en los hepatocitos asi como 1la liberada al medio de
cultivo a diferentes tiempos de desmarca, tras un pulso
de 5 min (para estudiar 1l1a sintesis de proteinas de
sintesis rdpidad, o de 40 min (para las que se sintetizan
mas lentamente).

Tras el pulso de 5 min, la radiactividad incorporada
en los hepatocitos fué disminuyendo progresiva ¥ lineal-
mente a 1o largo del tiempo de desmarca (Fig. 4 A), que-—
dando a los 90 min de dicho periodo un 75% con respecto a
la de 15 min. La radiactividad 1liberada al medio fué
aumentando también progresivamente a 1o largo de dicho
periodo (Fig. 4 B), siendo a los 90 min del pulso 1,7
veces superior a la encontrada a los 13 min.

Los hepatocitos de ratas expuestas prenatalmente al
alcohol incorporaron, tras un pulsc de 5 min, unos nive-
les de ®H-leucina menores que las controles, aunque la
diferencia s6lo fué significativa a los &40 min del tiempo
de desmarca. La disminucién de dichos niveles fué progre-
siva a 1o largoc de dicho tiempo. Sin embargo, no fué tan
lineal como la de los controles ya que, aunque en los dos
casos los valores de dicha disminucién fueron similares
(%2574 con respecto a los de los 15 min de desmarca), en
los hepatocitos de ratas tratadas con alcohol fué mas
rdpida durante la primera hora (donde se redujo el 82X de
la disminucién total, frente al &7/ de los controles), ¥
mas lenta durante los altimos 30 min.

La liberacién de radiactividad al! medio de cultivo
por estos hepatocitos también fué aumentando progresiva-
mente a lo largo del tiempo de desmarca, pero fué menor
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Figura 4. Gr&fica en la que se representa la cinética de
incorporacién y liberacién de ®H-leucina en hepatocitos
aislados de fetos de ratas controles (radiactividad rete-
nida (@) y liberada al medio (A)) y expuestos al alcohol
(retenida (O) y liberada (A)), tras un pulso de 3 min (A
y B o de 40 min (C ¥y D), ¥ a diferentes tiempos de des-
marca. Cada punto representa la media * S.E. de 7-8 valo-
res. Diferencias significativas con respecto al control
(%p € 0,05; ##p < 0,01).
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que en los controles, encontridndose un valor del 77X con
respecto a 1los controles al final de dicho tiempo.
Adem&s, aunque el aumento de radiactividad en el medio

- fué similar en ambos casos con respecto a los 13 min
(x1.160 cpm/ml medio), en 1los hepatocitos tratados con
alcohol la liberacién fué mas ré&pida en 1a primera hora
de desmarca (80% del total liberado en el sobrenadante,
frente al 72 del control), ¥y m&s lenta en los dltimos 30
min.

Tras el pulso de 60 min se observé el mismo patrén
de incorporacién ¥y liberacién en los hepatocitos contro-
les que el descrito para el pulso de S min. Sin embargo.
dicha incorporacién fué, a los 15 min del tiempo de des-
marca, é veces superior que tras el pulso de S min, y fué
disminuyendo linealmente a 1o largo de dicho tiempo, has-
ta alcanzar, a los 90 min, unos valores del é1Z% con res-
pecto a 1los 15 min (Fig. 4 C>. Igualmente, 1a radiacti-
vidad en el medio fué aumentando, siendo al final del ex-
perimento 2,7 veces superior que al principio (Fig. 4 D).

Sin embargo, 1a incorporacién y liberacién de *H-
leucina por los hepatocitos de ratas tratadas con alcohol
e incubadas durante 40 min con el precursor, presenté
diferencias con respecto a los controles. Por una parte,
la disminucién de 1a radiactividad incorporada no fué
lineal, sino que disminuyé mas ripidamente en 1la primera
hora de desmarca (774 de la disminucién total, frente al
637 del control), ¥y mds lentamente en Tos Gltimos 30 min.
Por otra parte, a los 90 min todavia retenian el 79/ de
las cuentas respecto al valor de los 15 min, 1o que
supone la mitad de 1o disminuido por los controles (61%).
En correspondencia con los wvalores de radiactividad
retenidos por los hepatocitos, la liberacién al medio fué
menor (824 de los controles al final del tiempo de des-—
marca), siendoc el aumento m&s ré&pido en la primera hora
de desmarca (80X del total liberado, frente al 66X de los
controles), y mas lento en los dltimos 30 min, con un
crecimiento final de 3,2 veces con respecto a 1os 15 min.

En todos los casos, es decir, tanto tras los pulcsos
de 5 ¥ 60 min, como en los hepatocitos de ratas controles
o tratadas con alcohol, 1la disminucién de la radiactivi-
dad retenida por las células y el aumento de la 1iberada
al medic a los 20 min, mostré diferencias significativas
(p ¢ 0,05 con respecto a los valores de l1os 15 min.

1.2.2. METODOS AUTORRADIOGRAFICOS.

Por medio de la autorradiografia pudimos analizar la
cinética de 1a ®H-~leucina incorporada en los hepatocitos,
estudiando especialmente los orginulos celulares relacio-
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nados con la sintesis y glicosilacién de proteinas, como
son el reticulo endoplésmico rugoso (REr) y el aparato de
Golgi, asi como el destino -de dichas proteinas. Las
figuras S ¥y é muestran el ndimero de marcas en las auto-
rradiografias a microscopia electrénica, correspondientes
a la incorporacién de ?®*H-leucina y las relativas a los
distintos tiempos de desmarca, tras un pulso de 5 min.

El nimero de marcas en el aparato de Golgi, en
relacién. al _ndmero total de marcas del citoplasma (Fig.
S), presenté en los hepatocitos controles un valor maximo
a los 15 min de desmarca (2,6 veces superior al inicial),
disminuyendo posteriormente hasta un wvalor del 49,54 con
respecto al maximo.

En los hepatocitos de ratas tratadas con alcohol, el
porcentaje inicial de marcas sobre el aparato de Golgi
fué menor (584) que en los controles a ese mismo tiempo;
posteriormente dicho valor fué aumentando hasta un m&ximo
que se situé a los 30 min del periodo de desmarca. Este
maximo fué 2,2 veces superior al wvalor inicial, y 1la
mitad del m&ximo encontrado en los controles. Al final
del tiempo de desmarca, los hepatocitos todavia presenta-
ban el 69/ del valor maximo <(frente al 49,5/ de los con-
troles), 1o que significa que la velocidad de transporte
de estas proteinas marcadas entre el aparato de Golgi ¥
otros compartimentos celulares estaba disminuida.

El incremento de 1las marcas sobre el aparato de
Golgi, entre el valor inicial ¥ el mé&ximo, fué estadisti-
camente significativo, tanto en los hepatocitos controles
(p £ 0,01 como en los tratados con alcohol (p ¢ 0,03).

Sin embargo hay que seffalar que 1la expresién del
nivel de marcas de un orginulo como el porcentaje de
marcas respecto al total del citoplasma, es un procedi-
miento inexacto cuando se cumplen las condiciones de una
distribucién de organulos al azar y un nivel de proteinas
relativamente alto.

Por ello, en nuestro caso, se determind también la
relacién de concentraciones expresando los valores cita-
dos en relacién al 4&rea relativa que ocupa el organulo en
cuestién en el citoplasma. Asi observamos que en los
hepatocitos controles se produce un gran aumento del na-
mero de marcas en el aparato de Golgi (Fig. é B). El va-
lor maximo de marcas se alcanzé a los 30 min del periodo
de desmarca, con unos valores 4,8 veces superiores a los
iniciales. Estos valores disminuyeron posteriormente
hasta alcanzar un 12 del valor mdximo al final de dicho
pericdo. En los hepatocitos de ratas tratadas con alco-
hol, el aumento de marcas en el aparato de Golgi fué
mucho menor que en los controles, alcanz&ndose a los 30
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Figura 5. OGrafica en la que se representa la cinética de
incorporacién de ®H-leucina en el aparato de Golgi de he-
patocitos aislados de fetos de ratas controles (@) y ex-
puestos al alcohol (O), tras un pulso de S min ¥y a dife-
rentes tiempos de desmarca. Cada punto representa la me-
dia * S.E. Para toma de muestras, ver Materiales y Méto-
dos. Diferencia significativa con respecto al control (xp
€ 0,05, »
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Figura é. Grifica en la que se representa la cinética de incorpora-
cién de *H-leucina en el reticulo endopl&smico rugoso (A) y aparato
de Golgi (B) de hepatocitos aislados de fetos de ratas controles
(@,A) y expuestos al alcohol (0,A), tras un pulso de S min y a dife-
rentes tiempos de desmarca. Cada punto representa la media * S.D.
Diferencia significativa con respecto al control (xp ¢ 0,01).
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min de desmarca un valor maximo 2,5 veces el inicial, lo
que suponia el 584 con respecto al control. El nivel de
marcas a los 60 min sé6lo habia disminuido un 287 del
valor médximo (frente al 877 de disminucién del control).

E1l incremento de dicha relacién entre el tiempo
inicial ¥ el punto maximo, asi como la disminucién entre
este dltimo y el valor a los 460 min, tanto en hepatocitos
controles como en los tratados con alcohol, presenté di-
ferencias estadisticamente significativas (p ¢ 0,01).

Con respecto al REr, 1a relacién de concentracién en
los hepatocitos de ratas controles disminuyé rapidamente
en los primeros 15 min de desmarca, permaneciendo cons-—
tante (alrededor de l1a unidad) durante el resto de dicho
tiempo (Fig. 6 AY. Sin embargo, 1a disminucién observada
en los hepatocitos de ratas tratadas con alcohol fué mas
gradual, no llegandc al valor 1 hasta los 40 min de des-
marca, aunque, como 1los controles, 1a disminucién fué
estadisticamente significativa (p ¢ 0,01) con respecto al
valor inicial.

1.3. SINTESIS DE GLICOPROTEINAS.

La glicosilacién de proteinas se estudié mediante 1a
incorporacién, procesamiento y liberacién de ®H-manosa
¥ H-galactosa en los hepatocitos aislados, por procedi-
mientos bioquimicos y autorradiogrédficos.

Se csabe que es en el REr donde se incorporan
inicialmente 14 moléculas de azidcares (9 de las cuales
son manosa) a la molécula de proteina, para perder 4 de
dichas moléculas <(incluida 1 de manosa) antes de ser
transferida al aparato de Golgi.

La incorporacién de dichos azldcares en los hepato-
citos ¥ su liberacién al medio se estudié en primer lugar
por métodos bioquimicos. Sin embargo, los resultados de
estos experimentos nos dieron una gran dispersién de va-
lores que no seguian ningin patrén determinado (probable-
mente debido al continuo reciclaje de los precursores),
por 1o que dicho estudio no cse tomé en consideracién.

Por el contrario, el estudio de 1Yas autorradiogra-
fias si que dié una clara visién del proceso de glicosi-
lacién en el interior de los hepatocitos (Fig. 7). En las
células controles vimos que 1la relacién de concentracién
de manosa en el REr disminuia bruscamente en 1la primera
media hora de decsmarca (el 70/ de la disminucién total),
y con mads lentitud en tiempos posteriores, llegando a
alcanzar a los 180 min el 524 del valor inicial (Fig. 8



Figura 7. @Autorradiografias de hepatocitos de ratas con-
troles (A ¥ B) ¥ prenatalmente expuestas al etanol (C »
D) tras un pulso de S5 min con *H-manosa (A) o ?H-galac-
tosa (B, C y D) y desmarcas de 40 min (A y B) ¥ 180 min
(C ¥ D). En estas udltimas im&genes se ve claramente una
retencién de marcas en el aparato de Golgi. (A, x 77.628;
B, x 55.4639; C, x 26.382; D, x 18.500).
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Figura 8. Gré&fica en la que se representa la cinética de incorpora-
ci6én de *H-manosa en el reticulo endopldasmico rugoso (A) y aparato de
Golgi (B) de hepatocitos aislados de fetos de ratas controles y ex-—
puestos al alcohol, tras un pulso de 5 min ¥y a diferentes tiempos de
desmarca. Simbolos como en 1a Fig. é. Cada punto representa la media
* 8§.D. Diferencias significativas con respecto al control (¥p ¢ 0,05;
*%p ¢ 0,01).
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Ad.

En el aparato de Golgi, donde ya no se pierden mas
moléculas de manosa, dicha relacién de concentracién
aumenté hasta los 60 min del periodoc de desmarca, con
unos valores X6 veces superiores a los iniciales, dismi-
nuyendo posteriormente hasta alcanzar, a los 180 min, el
61,5/ del valor maximo (Fig. 8 B).

En el REr de los hepatocitos de ratas tratadas con
alcohol, se encontré una relacién de concentracién
inicial del azdcar marcado mayor que en los controles,
aunque ambos fueron disminuyendo de una manera similar,
encontrande al final del tiempo de desmarca un 52X coan
respecto al inicial. El aparato de Golgi también mocstré
un patrén de evolucidén similar al control, si bien a los
60 min sé6lo habia aumentado 3 veces su valor inicial, ¥ a
los 180 min todavia presentaba el 84,44 de su valor
méximo. Estos datos parecen significar que este proceso
ec mis lento en dichos hepatocitos que en los controles.

Por otra parte, se sabe que la galactosa se incor-
pora en el aparato de Golgi a las glicoproteinas destina-
das a secrecién o a la membrana plasm&tica. Su relacién
de concentracién en el REr no varid a 1o largo de todo el
tiempo de desmarca, y fué en todo momento inferior a | en
los hepatocitos de ratas controles (Fig. 9)(hay que
recordar que los valores <1 no son significativos). Estos
datos concuerdan con lo anteriormente dicho, ya que el
REr no parece jugar ningdn papel en el proceso de
incorporacién de dicho azucar a la molécula de
glicoproteina.

Sin embargo, 1la relacién de concentracién en el
aparato de Golgi disminuyé bruscamente en los primeros 30
min de decesmarca, encontrindose unos valores del 334 de
los iniciales, y manteniéndose, 1luego, practicamente
constante (Fig. 9).

En los hepatocitos de ratas expuecstacs al etanol no
se vié ninguna diferencia con respecto a los controles en
los datos referentes al REr. Sin embargc, la relacidén de
concentracién inicial en el aparato de Golgi fué mayvor
que en loes controles, ¥y <su disminucién mucho mas lenta,
encontrindose a los 30 min de desmarca el 494 del wvalor
inicial, ¥y el 454 a los 180 min. Estos datos apoyan los
obtenidos con 1la manosa, que parecian significar un
retrasoc en el trancporte de proteina entre el aparato de
Golgi ¥y su destino final, en los hepatocitos de ratas
expuestas al alcohol.

Con respecto a la relacién de concentracidén de
marcas sobre la membrana plasmatica, que es wuno de los
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Figura 9. OGrafica en la que se representa la cinética de
incorporacién de ®H-galactosa en el reticulo endoplasmico
rugoso (triangulos) y aparato de Golgi (circulos) de he-
patocitos aislados de fetos de ratas controles y expues—
tos al alcohol, tras un pulsoc de S min y a diferentes
tiempos de desmarca. Simbolos como en la Fig. é. Cada
punto representa la media * S.D. Diferencias significa—-
tivas con respecto al control (%p < 0,01).
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componentes celulares donde van destinadas las glico-
proteinas sintetizadas, hay que decir que los 2 azicares
estudiados presentaron un comportamiento similar (Fig.
10). En las células controles dicha relacién fué
aumentando a lo 1largo del tiempo de desmarca, siendo
superior a la unidad, y por tanto significativo, al final
del periodo estudiado (180 min) para ambos precursores.
Sin embargo, en los hepatocitos de ratas tratadas con
alcohol dicho aumento fué mas lento, no l1legi&ndose con
ninguno de los 2 azdcares a superar la unidad al. final
del tiempo de desmarca. Estos datos apoyan los obtenidos
anteriormente en los estudios del REr y del aparato de
Golgi, que parecen significar que en 1los hepatocitos
alcohélicos existe un retrasoc en el transporte de las
proteinas, de su lugar de sintesis a su destino final.

Hay que destacar que 1la densidad de volumen del
aparato de Golgi fué practicamente constante a 1lo largo
de todo el tiempo de desmarca, sin mostrar diferencias
significativas entre los hepatocitos de ratas controles ¥y
tratadas con alcohol (Fig. 11 A). Sin embargo,
encontramos que la actividad citoquimica de 1la wuridina
difosfatasa, enzima marcadora de 1la zona "trans®” del
aparato de Golgi (Fig. 12), asi como el depésito de 0sO,,
marcador especifico de 1a zona "cis" (Fig. 13), eran
menores en las ratas tratadas que en las controles. Este
hecho se constaté a 1o largo de todo el periodo de
desmarca (Fig. 11 B>. Adem&s, cuando <se consideraban
aisladamente las células controles o 1las tratadas con
alcohol, el valor de estos parametros no presenté varia-
ciones durante todo el tiempo que duré el experimento, lo
que parece indicar que 1los procesos de aislamiento e
incubacién no alteran el aparato de Golgi de los
hepatoci tos. .

1.4. ESTUDIO DE LAS SUBPOBLACIONES DE HEPATOCITOS DE
RATAS NEONATALES.

1.4.1. PROCESO DE SEPARACION.

Los hepatocitos fetales, que estian recibiendo un
aporte constante de glucosa materna, sélo necesitan
desarrollar los sistemas enzimaticos glucoliticos, vy no
presentan heterogeneidad entre las diferentes zonas del
acino. Sin embargo, tras el nacimiento ocurre un cambio
brusco de aporte nutritivo al empezar a ingerir leche
materna, presentando los primeros dias de vida postnatal
un metabolismo principalmente gluconecgénico (por el gran
contenido en grasa y proteinas de 1la leche). Gradual-
mente, durante la segunda semana de vida en la rata, la
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Figura 10. Grafica en la que se representa la cinética de
incorporacién de %H-manosa (A) y ®H-galactosa (B) en la
membrana plasmatica de hepatocitos aislados de fetos de
ratas controles (@,A) y expuestos al alcohol (0,A), tras
un pulso de S5 min ¥ a diferentes tiempos de desmarca.
Condiciones como en las Figs. 8 y 9.
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Figura 11. Gr&fica en la que se representa la densidad de
volumen del aparato de Golgi (A) ¥y la densidad de depési-
tos (B> de la reaccién citoquimica de la UDPasa (circu-
los) y de 0s0, (triangulos), en hepatocitos aislados de
fetos de ratas controles (H,A,® y expuestos al alcohol
(0,A,0). Condiciones como en las Figs. 8 y 9.




Figura 12, Micrografias en las que se muestra la activi-
dad citoquimica de la enzima UDPasa. En (A) los precipi-
tados de fosfato de cerio aparecen circunscritos a las
porciones "trans®" del aparato de Golgi, reticulo endo-
pl&smico rugoso y sistema vacuolar post-Golgi <(GERL)> de
un hepatocito control. En (B> ¥ (C> se compara la activi-
dad UDPasa en el aparato de Golgi de un hepatocito con-
trol (B> y otro prenatalmente expuesto al etanol (C). En
todos los casos se trata de hepatocitos aislados tal como
se describe en el texto. (A, x 62.737; B, x 48.282; C, x

48.330).
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Figura 13. Hepatocitos aislados y procesados por la téc-
nica de impregnacién con 0s0, para la demostracién de las
porciones "cis" del aparato de Golgi. Mientras que los
hepatocitos controles mostraban varias cisternas y nume—
rosas vesiculas conteniendo compuestos de osmio reducido
(AR), en los hepatocitos de ratas expuestas al etanol di-
cha actividad aparecia restringida al sistema vesicular.
(A, x 47.196; B, x 38.103).
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alimentacién va siendo mads rica en carbohidratos, 1o cual
coincide con la aparicién de 1a heterogeneidad
hepatocitaria en el acino hep&tico [109,1111, que ¥ya es
evidente a partir de los 12 dias postnatales. Por ello en
este estudio se partié de ratas de dicha edad, para
separar las diferentes subpoblaciones de hepatocitos, ¥
estudiar 1la posible afectacién selectiva debida a la
exposicién al alcohol.

Para aislar 1os hepatocitos en subpoblaciones se
vienen utilizando diferentes técnicas [134], basadas en
las diferencias de tamafio o de densidad que presentan
dichas células. Basiandonos en esta dGltima diferencia se
procedié a aislar 1las subpoblaciones de hepatocitos de
ratas de 12 dias en un gradiente discontinuo de Percoll,
procedimiento similar a otros descritos previamente
[189,257]1. Se utilizé Percoll ya que es una sustancia que
no penetra en las células ni parece daffarlas, y con ella
se pueden preparar soluciones isocosméticas de diferente
densidad (de 1,0 a 1,3 g/cm?). Las densidades de las
soluciones de Percoll utilizadas fueron de 1,077 a 1,119
g’cm?, las cuales se determinaron por distintos procedi-
mientos:

a) En primer lugar mediante la utilizacién de “density
markKer beads"™ (Pharmacia) que son unas esferas peque-—
ffas de material semejante al Sephadex. Estos marca-
dores se suministran con colores distintos, cada uno
de ellos correspondiente a una densidad de Percoll.
El rango de densidades que cubren oscila entre 1,017
¥y 1,142 g/cm®. En nuestro caso se utilizé una mezcla
de perlas de diferentes colores junto con la
suspensién de hepatocitos. Tras centrifugar, se
determiné la posicién de 1los marcadores de distinto
color dentro del gradiente de Percoll y, por tanto,
la densidad de cada fraccién celular.

b)Y Otro procedimiento wutilizado para determinar 1la
densidad fué la medida del indice de refraccién de
las soluciones, mediante un refractémetro.

c) También se determiné la densidad mediante el cadlculo
peso/volumen de cada solucién.

Por todos 1los procedimientos se obtuvieron valores
muy similares para la densidad de cada wuna de las
coluciones,

Se prepararon 8 soluciones de Percoll de densidad
creciente, con el fin de obtener una buena separacién de
los hepatocitos de las diferentes zonas del acino hepa-
tico. Los primeros experimentos se realizaron utilizando
é soluciones, obteniéndose una resolucién insuficiente.
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Al afladir 2 soluciones mas, de densidad intermedia (1,086
y 1,089 g/cm®, se mejord considerablemente dicha reso-
lucién y por tanto la distancia entre las diferentes
bandas.

La centrifugacién se realizé a 12°C ya que se ha
comprobado que a esta temperatura se reduce considera-
blemente el riesgo de hipoxia [134].

Tras la centrifugacién, los hepatocitos se distri-
buyeron en todos 1los experimentos, en un patrén de 7
bandas (Fig. 3). La primera banda, en la parte superior
del gradiente, era la que contenia m&s células, pero
estaba constituida principalmente por restos celulares,
algunas células muertas y agregados de varios hepatocitos
(dobletes ¥ tripletes), por 1o que esta banda no se
consideré en los estudios posteriores. Las siguientes
bandas, de 1la segunda a la séptima, se denominaron F1 a
Fé.

Cada fraccién celular, tanto 1las obtenidas de ratas
controles como de tratadas con alcohol, se analizé
mediante:

1) Citofluorimetria de flujo, para estudiar el tamafic
celular,

2) Determinaciones enzimiAticas, para conocer la acti-
vidad de varias enzimas marcadoras de cada zona del
acino hepatico, asi como de las enzimas que metabo-
lizan el alcohol.

3> Procedimientos wultraestructurales, para estudiar la
distribucién de l1os orgadnulos celulares, tantoc cuali-
tativa como cuantitativamente.

1.4.2. VIABILIDAD Y RECUPERACION DE LAS SUBPOBLACIONES DE
HEPATOCITOS.

La densidad, wviabilidad celular »y recuperacién de
cada una de las fracciones celulares se resume en la
Tabla 5. La mayor recuperacién se obtuvo en la fraccién
F1, sin embargo, an&lisis morfolégicos mostraron que esta
banda contenia algunas células muertas y agrupaciones de
hepatocitos; por tanto esta banda no se tomé en conside-
racién en la mayoria de los an&lisis realizados. Es im-
portante destacar que la wviabilidad +fué superior al 20X
en todas las fracciones, excepto en las FI.



TABLA 5. Caracteristicas de las subpoblaciones de hepatoci tos.

Fracciones de Densidad Viabilidad (> Recuperacidén (%)
hepatocitos (g/cm?) Control Etanol Control Etanol
SO - 20 2?0
Fi 1,088 75 75 36,3%*2,3 40,510
F2 1,086-1,089 290 :90 16,6%2,1 12,5+3,2
F3 1,089-1,095 390 3190 11,6*2,3 ?,2+2.3
F4 1,095-1,101 :90 290 17,8+3,0 14,3%4,3
F5 i,101-1,107 290 90 11,2%3,1 15,3%5,1
Fé 1,107-1,112 290 90 6,4%*1,4 7,9%3,1

Media * S.D. de 5-6 experimentos. SO = suspensién original de hepatocitos.
La recuperacién se calculé como porcentaje del nimero de células en cada
~fraccién, excluyendo la primera banda (células daNadas y agregadas).
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1.4.3.CITOFLUORIMETRIA DE FLUJO.

El tamafio de los hepatocitos se midié por microsco-
pia electrénica, como se mostrard mis adelante, y por ci-
tofluorimetria de flujo, como se representa en la figura’
14. Como se puede apreciar, las células mayores se van
acumulando cada vez en un porcentaje mayor en las frac-—
ciones mas densas, tanto en las muestras controles como
en las tratadas con alcohol, aunque el tamafio de estas
Gltimas parece ser menor que el -de las primeras.

1.4.4. ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN LAS SUBPOBLACIONES DE
HEPATOCITOS.

Aunque todos los hepatocitos tienen la misma dota-
cién enzimdtica, cada zona del acino hepatico del higado
adulto se caracteriza por presentar una mayor actividad
de determinadas enzimas, debido a una adaptacién metabé-
lica dinadmica, es decir, que est& condicionada por muchos
factores b4 que se adapta en cada momento a sus
necesidades. -

En el presente estudio medimos 1la actividad de 4
enzimas marcadoras de las diferentes 2zonas del acino
hepatico, para identificar el origen periportal (PP)> o
perivenoso (PVY) de las fracciones de hepatocitos aisla-
dos. Estas son las enzimas mis frecuentemente ensayadas
para ese fin [22,25%9].

Todas 1las fracciones de hepatocitos controles mos-
traban actividad de alanina aminotransferasa (ALAT), en-—
zima marcadora de la zona PP [144,233). Sin embargo dicha
actividad fué menor en F2, aumentando progresivamente en
las siguientes fracciones, siendo la actividad en Fé {,é
veces superior a la de F2 (Fig. 15, Tabla é>. Por el con-
trario, la actividad de 1la glutamico deshidrogenasa
(GDH), enzima marcadora de la zona PV [164,233]1 fué mayor
en la fraccién F2, disminuyendo progresivamente hasta F§,
con una actividad 2,3 wveces superior en F2 que en Fé
(Fig. 13, Tabla &4).

También se midieron las enzimas lactico deshidroge-
nasa (LDH) y piruvato Kinasa (PK),; marcadoras de 1a zona
PP ¥y PV respectivamente [75,1484,233]. Aunque encontramos
actividad de ambas enzimas en todas 1las fracciones de
hepatocitos, éstas fueron similares en todas ellas, no
existiendo diferencias significativas entre las fraccio-
nes extremas en ninguna de las 2 actividades enzimaticas
(datos no mostrados). Esto probablemente se debe a que a
esta edad no existe una clara predominancia de dichas
enzimas dentro del acino hepatico.
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Figura 14. Analisis, mediante cito-f1uorimetria de -flujo,
de la distribuciéon de tamafios de la suspensién original
(OS) y de las subpoblaciones de hepatocitos (FI-Fé6), ais-
lados de ratas controles y expuestas al alcohol. En orde-
nadas numero de células y en abscisas dispersion -frontal
de luz (proporcional al tamafto celular). El niamero de
células medidas varié entre 2,5 x 10* y 1 x 10®.
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Figura 15. Actividad de la alanina aminotransferasa (ALAT) y de la glutamato

deshidrogenasa
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(GDH), en la suspensiéon original de hepatocitos (OS) y en |las
de hepatocitos (F1-F6), aislados de higados de ratas de 12
(0) y pre + postnatalmente expuestas al alcohol (o). Cada va-
la media * S.E. de 5-6 experimentos di-ferentes. Diferencias
respecto a los controles (*p < 0,05).



TABLA 6. Relacién entre las actividades enzimaticas de los hepatocitos
Fé v F2, ¥ entre los de ratas controles y tratadas con etanol.

F&/F2 Control/Etanol

Control Etanol F2/F2 F&/Fé

Alanina aminotransferasa 1,66% 1,17 0,69 0,98

Glutadmico deshidrogenasa 0,44* 0,55%* 1,34 1,08

Alcohol deshidrogenasa 0,52%* 0,79 1,60%* 1,07
Aldehido deshidrogenasa: '

alta Ky 0,47%* 0,59 1,12 0,90

baja Kgn 0,49* 0,464 1,14 0,87

Relacién obtenida de los datos de las +figuras 13 ¥y 16. Diferencias
significaticas (“p ¢ 0,05; ““p £0,01).
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La figura 16 nuestra la actividad, en las diferentes
fracciones de hepatocitos controles, de las enzimas que
metabolizan el alcochol: alcohol deshidrogenasa (ADH) »
aldehido deshidrogenasa (ALDH) de alta y baja K,. Su pa-
trén de distribucién fué similar al de la GDH, es decir,
disminuyendo de F2 a Fé. Estas actividades eran 1,8, 2,1
Yy 2,0 veces mayores en F2 que en Fé, respectivamente
(Tabla &).

Las actividades de las enzimas marcadoras de zona,
de 1las fracciones de hepatocitos procedentes de ratas
tratadas con alcohol, presentaron ciertas diferencias con
respecto a las controles (Fig. 15, Tabla 6. Por un lado,
aunque la actividad de 1a ALAT fué similar a la de los
controles, no presenté el mismo patrén de distribucién ya
que los valores mis bajos aparecieron en las fracciones
intermedias, no habiendo diferencias significativas entre
F2 y Fé6. Por otra parte, 1a GDH mostré el mismo patrén de
distribucién que en las fracciones controles, es decir,
disminuyendo progresivamente de F2 a F4, aunque la
actividad fué menor que en l1os hepatocitos controles.

Al igual que ocurria en las fracciones de hepatoci-
tos controles, encontramos actividad LDH ¥y PK en todas
las fracciones procedentes de ratas tratadas con alcohol,
pero tampoco existia wuna clara predominancia de dichas
actividades en ninguna de ellas.

Con respecto a las enzimas que metabolizan el etanol
en estos hepatocitos hay que destacar que, aunque el
patrén de distribucién fué similar al de 1los controles
para las tres enzimas (Fig. 16), no encontramos en ningin
caso diferencias <significativas entre 1las fracciones
extremas. Por otra parte, la actividad de las tres enzi-
mas era menor en la mayoria de las fracciones con respec-—
to a los controles, siendo dicha disminucién especial-
mente marcada en las primeras fracciones y para la ADH.

1.4.5. ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL.

1.4.5.1. RESULTADOS CUALITATIVOS.

Los hepatocitos de todas las fracciones, tanto 1los
obtenidos de ratas controles como los de tratadas con
alcohol, presentaban wuna preservacién ultraestructural
buena excepto en la fraccién F1, en donde se observaron
algunas «células muertas y muchos agregados celulares,
como se ha mencionado anteriormente.

Los hepatocitos de 1a <fraccién F2 se caracterizaban
por tener un reticulo endoplasmico liso (RE1}Y relativa-



F2
F3
F4
F5
F6

0S
F 1
F2
F3
F4
F5
F6

10 20 30

nmol/min/mg prot

ADH

Figura 16. Actividad de la alcohol
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mente abundante, mitocondrias pequefias, escasos ribosomas
libres y pocas particulas de glucégeno, las cuales,
cuando aparecian, lo hacian en forma de particulas o
aisladas. En cambio, en los hepatocitos F6 el glucégeno
se presentaba en grandes masas compactas, ¥ tenian un
reticulo endoplasmico rugoso (REr) prominente, ribosomas
libres, un REl poco desarrollado ¥ un aparatoc de Golgi
mas prominente que en F2 (Figs. 17 ¥ 18). Las células de
las fracciones F3, F4 y FS5 presentaban una morfologia
intermedia entre F2 y Fé.

Las caracteristicas ul traestructurales de los
hepatocitos de las ratas tratadas con alcohol eran simi-
lares a las de 1las controles. Sin embargo, &30% de las
- células presentaban un aparato de Golgi sin cisternas,
compuesto principalmente por vesiculas pequefias, 1o que
era especialmente marcado en F2.

Hay que destacar que en las fracciones F3, F4, FS ¥
F6 obtenidas de ratas tratadas con alcohol se encontré un
tipo especial de hepatocitos, con una morfologia cla-
ramente diferente al resto de la poblacidén. Estas célu-
las, a las que, por su aspecto, llamaremos "células
densas", presentaban un citoplasma completamente ocupado
por mitocondrias, ribosomas libres ¥y REr (Figs. 192 ¥y 20).
Las mitocondrias de estas “células densas" tenian una
matriz clara, ¥ eran m&s grandes que las de las demis
células. Su ndcleo también estaba alterado, presentando
principalmente una mayor proporcién de cromatina
condensada. '

Estos hepatocitos "densos®" se encontraron igualmente
en secciones ultrafinas de tejido hepatico de ratas
tratadas con alcohol. La proporcién de estas células en
las diferentes fracciones era: 0% (F2), 454 (F3), 3é%
(F4), 287/ (FS> y 94 (Fé).

En las figuras 17-20 puede observarse algunas carac-—
teristicas de hepatocitos de diferentes fracciones.

1.4.5.2. RESULTADOS CUANTITATIVOS.

Los resultados cuantitativos referidos al volumen
celular medio de los hepatocitos de las diferentes frac-—
ciones, mostraron un progresivo aumento de dicho parame-—
tro de FZ a Fé, siendo en Fé 1,5 veces mayor que en F2
(Fig. 21>,

Con respecto a los orgdnulos citopladsmicos de los
hepatocitos controles, encontramos que 1la densidad de
volumen de mitocondrias, aparato de Golgi, glucégeno y
REr era mayor en los hepatocitos Fé6 que en los F2 (Figs.



Figura 17. Micrografia que muestra 1la distribucién de
glucégeno en hepatocitos controles de las subpoblaciones
F2 (A) ¥ Fé6 (B). En las células F2 el glucégeno estsd dis-
perso en rosetas pequefias y aisladas, cercanas al reticu-
lo endoplasmico liso. En las células Fé el glucégeno apa-
rece en grandes agregados. (A, x 29.151; B, x 23.321).






Figura 18. Micrografias que muestran detalles de los he-
patocitos controles de 1las subpoblaciones F2 (A) y Fé
(B). En (A) se muestra un &rea de Golgi, varios perfiles
de reticulo endoplasmico liso ¥ mitocondrias. En (B) un
aparato de Golgi bien desarrollado y muchas vesiculas que
contienen particulas de lipoproteinas de muy baja densi-
dad. Cabe destacar la buena preservacién ultraestructural
de los diferentes componentes celulares. (A, x 28.533; B,

x 35.917).
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Figqura 19. Micrografias que muestran las caracteristicas
ul traestructurales del nicleo de un hepatocito control
(A) ¥ un hepatocito "denso” (B). Destaca la diferencia en
los patrones de cromatina condensada en los dos tipos ce-
lultares. (A, x 15.44%9; B, x 19.242).






Figura 20. Micrografias que muestran algunas caracteris—
ticas ultraestructurales de hepatocitos aislados de ratas
expuestas al alcohol. (A) Hepatocito con un nicleo de ca-
racteristicas intermedias entre uno normal ¥y otro "den-
so". En (B) se muestra un hepatocito "denso®™ con un cito-
plasma casi completamente lleno de reticulo endoplasmico
rugoso ¥y mitocondrias. El nicleo de esta célula aparece

picnético. (A, x 16.722; B, x 14.722).
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Figura 21. UVolumen absoluto de hepatocitos aislados y
subfraccionados segdn su localizacién en las diferentes
fracciones. (O) Hepatocitos controles (C). (® Hepatoci-
tos tratados con alcohol totales (T(E)). (M) Hepatocitos
expuestos al alcohol “"densos®" (D(E)) y (A) "no densos"
(NDCE)).
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22-24>. Ademé&s, el wvolumen mitocondrial fué 2,2 veces
mayor en l1os hepatocitos de la fraccién Fé que en los de
F2, aunque su nuimero total por célula era similar en
todas 1las fracciones. Por el contrario, 1la densidad
numérica mitocondrial y 1lisosomal, ¥y 1la densidad de
volumen del RE!l y lisosomas era mayor en las células F2
que en las Fé. Los datos estereolégicos referentes a los
peroxisomas no mostraron diferencias significativas.

Los hepatocitos de ratas expuestas al alcohol mos-
traron un patrén de distribucién del wvolumen celular y
del resto de orginulos en las diferentes fracciones simi-
lar al descrito para las células control. Sin embargo el
volumen de las células de todas las fracciones fué menor
que sus respectivos controles. Hay que destacar que en
los higados de dichos fetos se encontraron, como se ha
dicho, dos tipos distintos de hepatocitos: unos con apa-
riencia normal (similar a la de los controles)> »y otros
que hemos denominado como "células densas". Ambos tipos
celulares eran de menor tamafio que sus respectivos con-
troles, especialmente las células densas (Fig. 21).

Los paréametros estereolégicos relativos a los dife-
rentes componentes celulares de los hepatocitos de ratas
tratadas con alcohol, de 1las diferentes fracciones, se
resumen en las figuras 22-24. De todos ellos cabe
destacar que la densidad de volumen de mitocondrias, REr
Yy RE1, asi como 1a densidad numérica y el namero total de
mitocondrias por célula, era mayor que en las controles,
en todas las fracciones. Por el contrario el volumen
medio mi tocondrial y la densidad de volumen del aparato
de Golgi ¥y glucégeno, eran menores que en las células
controles.

Cuando se compararon los datos estereolégicos de las
células de las diferentes fracciones procedentes de ratas
expuestas al alcohol, en particular la F2 y 1la Fé, con
sus respectivos controles, se observd que las
mi tocondrias ¥ el aparato de Golgi estaban ma&s alterados
en la F2, mientras que el glucégeno, REr ¥ REl 1o estaban
en mayor grado en las células de la fraccién Fé (Tabla
7).
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Figura 22. Parametros estereolégicos de las mitocondrias
de hepatocitos aislados y subfraccionados, controles ¥y
expuestos al alcohol. Vv,,.: densidad de volumen mito-
condrial con respecto al citoplasma; Nv,.: densidad nu-
mérica mitocondrial por unidad de volumen de citoplasmaj;
Nt.: nimero total de mitocondrias; Vs,m: volumen absoluto
medic de una sola mitocondria. Simbolos como en la Fig.
21, Abscisas: nimero de la fraccién.
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Figura 23. Densidad de volumen del aparato de Golgi (g) ¥
del glucégeno (gl) de hepatocitos aislados y subfraccio-
nados, controles y expuestos al alcohol. Simbolos como en
la Fig. 21. Abscisas: nimeroc de la fraccién.
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Figura 24. Densidad de volumen del reticulo endoplismico
rugoso (rer) ¥ liso (ser) de hepatocitos aislados ¥y sub-
fraccionados, controles y expuestos al alcohol. Simbolos
como en la Fig. 21. Abscisas: numero de la fraccién.



TABLA 7. Relacién entre los pardmetros estereolégicos de los
hepatocitos Fé y F2 y entre 1los de ratas controles (Cont) y

tratadas con etanol (Etoh) (poblacién total).

Componente Parametro F&/F2 F2/F2 F&6/Fé
Cont Etoh Cont/Etoh Cont/Etoh
Hepatoci to Vh 1,46% 1,44* 1,70* 1,74%
Ndcleo LV TS 0,92 0,97 0,89 0,92
Va 1,41¢ 1,31* - 2,41* 2,61*
Mi tocondria Vo, er 1,28% 1,21+ 0,86" 0,97
SV, cy 1,09 1,07 0,93 0,95
NVa.cy 0,54* 0,66% 0,57* 0,47¢
Nt. 1,05 0,73 0,66* 0,95
Us.m 2,21% 2,10% 1 ,58* 1,66
Lisosomas VI TR 0,469% 0,83 0,%0 0,75*
SV, ,ep o,58* 0,79 0,91 0,65*
Nvy oy 0,25 0,73 0,786% 0,2&4%
Nt, 1,05 1,21 0,87* ag,42*
REr Uloer.cr 1,25* 2,21* 1,04 0,54*
SVeer.cr 1,62 2,30* 1,10 0,77%
RE1 UWWear.cr 0,44% 0,81 0,53* 0;42“
SVger.cr 0,61% 0,78 0,90 0,71%
Golgi Uvga.er 2,08% 3,00* 2,08* 1,44*
Glucégeno Vvar.ery 2,65" 2,08* 0,98 1,17
Gotas lipidicas Vvi4,cp 1,07 1,08 1,35% 1,35*
SV 4.cy 1,13 1,08 3,97¢ 3,05*
Nvig,cr 1,13 6,98 1,25% 1,45*
Ntia,oy 2,10* 1,53* 1,71¢ 2,28*
Peroxisomas Vv, e 0,93* 1,29« 0,86* 0,62%
Sv,.ey 1,14 1,12 0,96 0,98
Nv,.cv 0,84 1,10 0,94 0,74%
Nt,. .., 0,77 1,77¢ 2,54* 1,10

Vv, densidad de volumen;
dad numérica; cy, citoplasma; h, hepatocito. El primer subindice

corresponde al componente celular y el

segundo al

referencia. Diferencias significativas (“p ¢ 0,05).

Sv, densidad de superficie; Nv, densi-

volumen de
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2. ESTUDIO DE LOS ASTROCITOS EN CULTIVO PRIMARIO.

1

2.1. CONSIDERACIONES METODOLOGICAS.

Para establecer los cultivos primarios de astrocitos
se partié de cerebros de fetos de 21 dias de gestacién,
vya que a esta edad existe una proporcién elevada de
astroblastos y, por contra, quedan escasos precursores de
las neuronas (Fig. 2). Algunos autores establecen. dichos
cultivos a partir de ratas neonatas, que presentan la
ventaja frente al descrito de no requerir el sacrificio
de 1la madre. Sin embargo, la wutilizacién de ratas
neonatas era un inconveniente para nuestros propésitos ya
que:

a) Los cultivos que se establecen a partir de estas
ratas pueden presentar una elevada contaminacién de
microglia.

b) Mientras que el periodo de gestacién en las ratas
controles es relativamente constante (21,5 * 0,4
dias), en las ratas alcohélicas puede presentar
mayores variaciones (22,9 * 0,6) [224],

Una vez disecados los hemisferios cerebrales en con-
diciones estériles, se disgregaron por medios mecanicos y
no por medios enzimaticos, como utilizan otros autores.
De esta forma se evitan alteraciones en la composicién
qQuimica de l1a membrana celular, 1o cual podria derivar en
una distinta adhesién al soporte, y en alteraciones se-
cundarias en algunas enzimas ligadas a la membrana plas-—
matica, en las que estdbamos interesados [77,79]1. Esta
disociacién mecdnica se acompafia de una agitacién con un
vértex a maxima velocidad. Con este paso se destruyeron
los precursores neuronales que aun persisten a los 21
dias asi como gran parte de las neuronas maduras. La no
destruccién de estos elementos conllevaria a la obten-
cién, durante los primeros dias de cultivo, de cultivos
mixtos (neuronas + astrocitos), 1o que no era de desear
en nuestro caso.

A continuacién se realizé un filtrado de la suspen-
sién celular a través de una malla Nitex (20 Em de poro),
que tiene como finalidad eliminar agregados, capilares y,
fundamentalmente, porciones de meninges que puede ser
fuente de contaminacién por elementos celulares no ner-
viosos.

A lo largo de todo el cultivo se cambié el medio
cada 3 6 4 dias, para asegurar que las células tuviesen
suficiente aporte de nutrientes para su crecimiento .y
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desarrollo. El1 contenido de suero y de glucosa en el
medio fué mayor al principio del cultivo, disminuyendo
posteriormente ya que durante los primeros dias, como se
expondr4 mas adelante, la mayoria de las células se mul-
tiplican activamente ¥ requieren un gran aporte energé-
tico. Al final del cultivo la divisién celular es menor
(aunque hay un cierto porcentaje de células que sigue
dividiéndose), ya que principalmente se produce diferen-
ciacién celular con un claro desarrollo de los procesos
gliales, 1o que requiere un aporte energético menor.

Algunos autores affaden dibutiril-AMP ciclico al
medio en la 22 semana de cultivo, para inducir mas rapi-
damente la diferenciacién morfolégica y bioquimica de las
células. En nuestro caso no ha sido utilizado este pro-
cedimiento ya que, aunque se ha descrito una aparente
mejoria en dicha diferenciacién morfolégica y bioquimica,
también se ha encontrado la aparicién de astrocitos de
tipo reactivo caracteristicos de las gliosis [232].

En las primeras series de cultivo obtuvimos una
contaminacién por hongos elevada, incluso superior al 504
en algunos casos, posiblemente por el entorno ambiental.
Para disminuir dicha contaminacién se introdujo un fungi-—
cida ¥y antibiéticos en el medio de cultivo, con lo que se
consiguié que dicha contaminacién fuese muy escasa, no
alterindose ni el crecimiento ni la diferenciacién celu-
lar en presencia de ambas sustancias.

2.2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS.

La observacién de los cultivos de células controles
mediante microscopia de contraste de fases mostré que,
tras sedimentar las células, éstas se dividian activa-
mente. Inicialmente (3 dias) los cultivos estaban com-
puestos principalmente por astroblastos, que presentaban
una morfologia apltanada y poligonal. En fase posterior (7
dias? se vieron muchos astrocitos maduros que mostraban
la tipica morfologia estrellada de estas células. De
todas ellas partian 3 6 4 procesos que formaban un en-—
tramado, siendo mis evidente este patrén en los cultivos
de 15 6 mas dias (Fig. 25). Estas caracteristicas de los
cultivos controles eran similares a las descritas por
otros autores [98,232].

Mediante 1la tincién de la proteina fibrilar &cida de
la glia (GFAP), marcadora de astrocitos [27,52], se com-—
probé que los cultivos estaban compuestos en wun 80-85%
por astrocitos, siendo el resto células conjuntivas ¥
otros tipos celulares, 10 que demostraba que la mayor
parte de las células eran de naturaleza glial. La cuanti-



Figura 25. En A, C ¥y D se muestra lta fluorescencia indi-
recta de astrocitos controles incubados con un anticuerpo
monoclonal anti-GFAP. La unién de éste se demostré me-
diante un anticuerpo anti—-Ig de ratén obtenido de cabra y
conjugado con FITC. (A) Astroblasto poligonal. que muestra
una distribucién reticular de los filamentos intermedios.
(C> Micrografia a bajos aumentos de astrocitos de 14
dias. En (D) se muestra astrocitos de la misma edad de
cultivo que presentan wuna clara diferenciacién de sus
procesos. La micrografia mostrada en (B) corresponde a
una tincién con Giemsa de un cultivo similar al de (C).
(A, x 626, barra = 10 Im; B, x 963 C, x 9?46, barra = 50
bm; D, x 395, barra = 10 Kkm).
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ficacién de la intensidad de la fluorescencia de 1a GFAP
mediante densitometria demostré un incremento de dicha -
proteina a lo largo del cultivo <(resultados no
mostrados), que ocurria paralelamente a la diferenciacién
morfolégica de los astrocitos (Figs. 25 y 26).

Basandonos en el estudio del contenido y distribu-
cién de GFAP, resultados preliminares y que no se inclu-
ven en este trabajo demuestran que la presencia de alco-
hol en el cultivo induce 2 efectos:

a) Una mayor proporcién de células i nmaduras o
poligonales al final del cultivo.

b) Una disminucién en el contenido de la GFAP (Fig. 26).

Asimismo, los cultivos procedentes de ratas tratadas
con alcohol presentaron tanto un retraso en la maduracién
de 1los astrocitos, como un menor contenido de dicha pro-
teina al final del cultivo <(Fig. 28); dichos efectos se
acentuaban cuando estas células crecieron en presencia de
alcohol.

2.3. CRECIMIENTO DEL CULTIVO.

Los cultivos primarios de astrocitos procedentes de
ratas controles mostraron un progresivo aumento  del
contenido de proteinas y de ADN (Figs. 27 A ¥ 28 A),
siendo dicho aumento al final del cultivo 2,5 y 6,2 veces
superior a los valores iniciales, respectivamente. Puesto
que este Gltimo pardmetro indica el namero de células por
tratarse de células mononucleadas (diploides), su aumento
se puede interpretar como proliferacién del ndmero de
células. El incremento del contenido de proteinas y de
ADN fué muy r&pido en la primera semana de cultivo, en la
que se produjo el xé80%Z del incremento total tanto de pro-—
teinas como de ADN, y m&s lento en las 3 semanas siguien-
tes. Puesto que el contenido de ADN siguié incrementando
_hasta el final del cultivo, esto indicaria que existe un
cierto porcentaje de l1a poblacién de astrocitos que se
sigue dividiendo.

La adicién de alcohol al medio indujo una disminu-—
cién, a 1o largo de todo el cultivo, tanto del contenido
de proteinas como de ADN, que fué mids acusado en las
células expuestas a concentraciones mas altas de etanol.
Asi, en los astrocitos expuestos a 25 6 100 mM de etanol
se encontré que al final del cultivo dicha disminucién

era del 25/ o del 39% en lo que a contenido de proteinas
se refiere, mientras que en el caso del ADN era del 32/ 6

407, respectivamente, con respecto a los controles. Esta



Figura 24. Micrografias que muestran el patrén de distri-
bucién de ta GFAP, revelado igual que en la Fig. 25. La
imagen superior de la izquierda corresponde a un cultivo
control de 4 dias cuyo citoesqueleto, poco desarrollado,
presenta un patrén reticular (x 529). La superior derecha
muestra varios astrocitos de 15 dias con la morfologia ¥
patrén de distribucién de 1a GFAP propios de astrocitos
maduros (x 529). La inferior izquierda corresponde a as-
trocitos de 4 dias procedentes de fetos expuestos prena-
talmente al alcohol, cultivados en presencia de 25 mM de
etanol. Puede verse la diferencia con el correspondiente
control en la imagen superior izquierda (x 529>. En las
imdgenes inferiores central y derecha se muestran astro-
citos de 20 dias cultivados en presencia de 25 mM de eta-
nol. Puede apreciarse el patrén inmaduro de distribucién
de la GFAP y el menor desarrollo de 1los procesos (cen-—
tral, x 330; derecha, x 529).
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Figura 27. Contenido de proteina en astrocitos obtenidos de fetos
controles <(A) y expuestos al alcohol (B), a lo largo del tiempo de
cultivo. Astrocitos controles (@), expuestos "in vitro®™ a 25 mM (A) o©
100 mM (W) de etanol. Astrocitos de fetos expuestos al alcohol "in
vivo®' (O), e "in vitro®" (25 mM) (A). Cada punto representa la media
de 3-4 cultivos diferentes.
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Figura 28. Contenido de ADN en astrocitos obtenidos de fetos contro-
les (A) y expuestos al alcohol (B), a 1o largo del tiempo de cultivo.
Simbolos como en 1la Fig. 27. Cada punto representa la media de 3-4
cultivos diferentes.
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disminucién en el contenido de ADN expresa que el namero
total de células disminuye considerablemente cuando
crecen en presencia de alcohol.

Los cultivos procedentes de cerebros de fetos ex-
puestos al alcohol mostraron un patrén de crecimiento si-
milar al control, con un aumento progresivo del contenido
de proteinas y de ADN, que fué maximoc para los dos
parametros en la primera semana de cultivo (x40 del in-
cremento total) (Figs. 27 B ¥y 28 B). Sin embargo, durante
todo el cultivo se observé una disminucién de dichos con-
tenidos, siendo esta disminucién a los 28 dias de cultivo
del 74 y 404 para 1las proteinas ¥y el ADN, respectiva-
mente, con respecto a 1los controles. Estos resultados
parecian indicar que las células germinales de los astro-
citos esta&n ya originalmente dafadas. La adicién de alco-
hol a estos cultivos indujo igualmente un menor creci-
miento, observ&ndose una disminucién del 174 en el conte-—
nido de proteinas y del 594 en el de ADN al final del
cultivo, con respecto al control, 1o que nuevamente indi-
caria que el etanol inhibe la proliferacién celular.

Estos datos concuerdan con 1los obtenidos en el
departamento de cultivos de tejidos de este Instituto (no
mostrados aqui), donde se encontré que el ndmero de
células por placa aumentaba progresivamente a lo largo
del cultivo. No encontraron diferencias significativas en
el ndmero inicial de células, tanto cuando se obtuvieron
de cerebros de fetos controles como de expuestos al
etanol, sembr&ndose un namero similar de células por
placa en todos los cultivos (0,8 x 104 . Sin embargo, se
observé un menor crecimiento, que parecia ser dosis-—
dependiente, en las células expuestas al etanol, aunque
la viabilidad celular fué superior al 9357/ en todos loas
casos.,

La relacién entre contenido de proteinas ¥y de ADN,
que indica el tamafio celular [23]1, disminuyé la primera
semana de cultivo, ¥ mais lentamente durante las siguien-
tes. Estos datos concuerdan con las imagenes citolégicas
(Figs. 235 y 26), en las que se puede observar que en los
primeros dias de cultivo 1las células son grandes y
poligonales, ¥y a medida que maduran, aunque van
desarrollando procesos, el wvolumen celular total wva
disminuyendo. En las células expuestas a 100 mM de etanol
dicha relacién era mayor que en los controles al inicio
del cultivo, igualindose a éstos posteriormente.

Los astrocitos procedentes de animales tratados con
alcohol, presentaron un aumento de la relacién entre el
contenido de proteinas y de ADN que no llegé a alcanzar
los valores de 1los controles, especialmente cuando cre-
cian en presencia de etanol. Hay que destacar que dicha
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relacién expresa el tamafio celular global, pero sin hacer
referencia al volumen ocupado por los procesos celulares,
lo que seria un indicador morfoléqgico de maduracién celu-
lar.

2.4. SINTESIS DE PROTEINAS, ARN Y ADN.

Para clarificar 1los resultados obtenidos anterior-
mente, se estudié la sintesis de proteinas, ARN y ADN me-
diante la incorporacién de precursores radiactivos (leu-
cina, uridina y timidina, respectivamente).

El anilisis de la incorporacién de ®H-leucina en as-
trocitos procedentes de ratas controles, mostré un aumen-
to progresivo de la captacién de dicho precursor, alcan-
zandose el maximo a los 13 dias de cultivo (con un valor
4 veces superior al inicial), y disminuyendo X33/ de di-
cho valor en dias posteriores (Fig. 29 A). Esta es 1la
curva tipica que indica un crecimiento exponencial duran-
te 1l1os dias iniciales de cultivo, al que sigue una fase
de escasa divisién celular que corresponderia a la dife—
renciacién celular. La caida de 1a curva a partir de 1los
15 dias podria indicar cambios en el metabolismo celular.
La presencia de alcohol no alteré el patrén de incorpora-
cién, aunque disminuyé significativamente a los 8 y 21
dias de cultivo en las células expuestas a 100 mM de eta-
nol.

En astrocitos procedentes de fetos expuestos al al-
cohol, el patrén de incorporacién de ®H-leucina, a dife—-
rentes tiempos de cultivo, varié con respecto al de los
controles (Fig. 29 B>. Asi, la incorporacién aumenté r&-
pidamente en los primeros dias, alcanzando su valor maxi-
mo en el octavo dia. Sin embargo, dicho valor fué signi-
ficativamente inferior (p ¢ 0,01) al obtenido por las
células controles a los 15 dias (cuando éstas presentaron
su valor maximo). En dias posteriores la incorporacién
disminuyé en un 20% con respecto al maximo, obteniendo al
final del cultivo unos wvalores similares a los del
control.

El patrén de incorporacién de *H-uridina fué similar
al de 1la ?H-leucina en los cultivos de astrocitos con-
troles, aunque en este caso el incremento a los 15 dias
fué 20 veces superior al valor inicial, ¥ la disminucién
al final del cultivo fué de un 307 con respecto al maximo
(Fig. 30 A). Sin embargo, 1la presencia de alcohol en
éstos determiné un marcado descenso de dicha incorpora-
cién, con respecto a 1os controles, del 124 ¥y 604 a los
15 dias y del 40X y 807 a los 28 dias, respectivamente.
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Figura 29. Incorporacién de ®H-leucina en los astrocitos
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Figura 30. Incorporacién de ®H-uridina en los astrocitos
obtenidos de fetos controles (A) y expuestos al alcohol
(B, a 1o largo del tiempo del cultivo. Simbolos comoc en
la Fig. 27. Cada punto representa la media * S.D. de 3-4
cultivos diferentes. Diferencias significativas con res-
pecto al control (¥p ¢ 0,01).
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La incorporacién de dicho precursor en los cultivos
procedentes de ratas tratadas con alcohol mostré notables
diferencias con respecto a la de los controles (Fig. 30
B)Y. Por una parte, el patrén de incorporacién fué dife—
rente ya que se observé un pequefio pico a los 7 dias de
cultivo, que fué sé6lo 3,3 veces superior al valor ini-
cial. Por otra parte, 1los niveles de incorporacién a lo
largo de todo el cultivo fueron 75-854 menores que en
los cultivos controles.

La incorporacién de ¥MH-timidina, que expresa la sin-
tesis de ADN, incrementé rdpidamente en la primera semana
de cultivo (20 veces superior al wvalor inicial), dis-
minuyendo un 34” de dicho valor mé&ximo a los 15 dias,
para mantenerse practicamente constante hasta el final
del cultivo (Fig. 31 A).

Al expresar los valores de incorporacién por ml de
placa, encontramos una curva diferente, ya que el conte-
nido de ADN iba aumentando a lo largo del cultivo, como
se ha visto anteriormente. Asi, observamos que la incor-
poracién de ®H-timidina aumenté durante todo el cultivo,
siendo dicho aumento muy répido en la primera semana del
mismo y mas moderado posteriormente (Fig. 32 A), encon-
trando un nivel de incorporacién 15 y 23 veces superior
al inicial a los 72 dias y al final del cultivo, respecti-
vamente. Los valores de incorporacién de *H-timidina to-
davia muy altos al final del cultivo parecen indicar que
un cierto porcentaje de células mantiene la capacidad de
sintetizar ADN, ¥ por tanto de dividirse, a lo largo de
todo el tiempo del cultivo, lo que coincide con estudios
"in vivo" donde se ha encontrado que la proliferacién de
astrocitos continua toda la vida, a diferencia de lo que
ocurre con las neuronas.

La presencia de alcohol en el medio de cultivo
determiné que, aunque el patrén de incorporacién de dicho
precursor fué similar al control, se observé un descenso
en los niveles de dicha incorporacién, que fué mas sig-
nificativo en las células expuestas a mayor concentracién
de etanol. Concretamente, dicha incorporacién, con
respecto a los valores controles, disminuyé 174 y S04 a
los 7 dias, ¥ 374 ¥ 620 a los 28, en los astrocitos
expuestos a 25 y 100 mM de etanol, respectivamente (Fig.
31 A), encontrando una disminucién semejante cuando se
expresé la incorporacién por ml de medio de cultivo (Fig.
32 A). Estos datos parecen indicar que aunque hay cierto
porcentaje de células que se divide hasta el final del
cultivo, éste es menor que en los cultivos que crecen en
presencia de alcohol.

Respecto a la sintesis de ADN en los astrocites pro-
cedentes de fetos expuestos al alcohol, al igual que
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Figura 31. Incorporacién de 8H-timidina (en cpm/mg pro-
teina) en los astrocitos obtenidos de -fetos controles (A)
y expuestos al alcohol <B), a lo largo del tiempo del
cultivo. Simbolos como en la Fig. 27. Cada punto repre-
senta la media * S.D. de 3-4 cultivos diferentes. Dife-
rencias significativas con respecto al control (*p <

0,05; **p < 0,01).
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Figura 22. Incorporacién de H-timidina (en cpm/ml de me-
dio) en los astrocitos obtenidos de fetos controles (A) y
expuestos al alcohol (B), a 1o largo del tiempo del cul-
tivo. Simbolos como en la Fig. 27. Cada punto representa
la media * S.D. de 3-4 cultivos diferentes. Diferencias
significativas con respecto al control (%p ¢ 0,05; *¥*p ¢
0,01).
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ocurria con la sintesis de ARN, tanto el patrén como los
niveles de incorporacién dé *H-timidina mostraron grandes
diferencias con respecto a los controles. Asi, aunque los
valores méximos de incorporacién se observaron a los 7
dias (que sélo fueron 3,2 veces superiores a los inicia-
les), éstos disminuyeron en dias posteriores, obtenién-
dose al final del cultivo unos niveles incluso menores
que los iniciales (Fig. 31 B). Por otra parte; durante
todo el cultivo dichos niveles fueron significativamente
menores (p ¢ 0,01) que los controles, con una disminucién
del 70-806X. '

Al expresar estos valores como incorporacién de
3H-timidina por ml de medio de cultivo, observamos unas
alteraciones similares a las descritas anteriormente, es
decir, un incremento ma&ximo a los 7 dias (peroc que fué
muy inferior al control), y una disminucién progresiva
en los siguientes dias de cultivo (Fig. 32 B)>. Estos
datos indican que el porcentaje de células que se divide
es mucho menor, y ademis, al contrario de lo que ocurria
en los astrocitos de ratas controles, en los procedentes
de ratas tratadas con alcohol wva disminuyendo a partir
del dia 7 de cultivo.

En los cultivos de astrocitos procedentes de ratas
tratadas con alcochol, la presencia de etanol (25 mM) no
alterdé significativamente el patrén ni los niveles de
sintesis en ninguno de los tres precursores estudiados
(Figs. 29-32 B).

En resumen, estos datos indican que la presencia de
alcohol en los cultivos controles provoca una disminucién
de la sintesis de &cidos nucleicos (y por tanto de la
proliferacién del namero de células) y en menor medida de
la sintesis de proteinas. Estas sintesis estin especial-
mente alteradas en 1los astrocitos procedentes de ratas
tratadas con alcochol, 1o que parece significar que las
células precursoras ya estan gravemente afectadas.

2.5. ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN LOS ASTROCITOS

A diferentes dias de cultivo se determiné la acti-
vidad de dos tipos principales de enzimas: a) unas consi-
deradas como marcadoras de astrocitos, tales como la glu-
tamina sintetasa y la butilcolinesterasa; y b)> otras 1i-
gadas a la membrana plasmitica, localizandose en los pro-
cesos celulares. Igualmente, se midié la actividad de 1la
alcohol deshidrogenasa.
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2.5.1. ENZIMAS MARCADORAS.

La enzima glutamina sintetasa estd localizada predo-
minantemente en astrocitos, por 1o que se ha considerado
marcadora de estas células [151]1. Su funcién es catalizar
la sintesis de glutamina a partir de glutamato y amonio
(Fig. 33>.

En los astrocitos procedentes de ratas controles la
actividad de dicha enzima aumenté rapidamente los prime-
ros dias de cultivo, encontrando a los 7 dias el doble de
actividad que al inicio del mismoj los siguientes dias
disminuyé ligeramente hasta tener una actividad de un 15X
menor que la m&xima, al finalizar el cultivo (Fig. 34 A).
El patrén de desarrollo de esta enzima es similar al de
sintesis de ADN, 1o que parece indicar que el aumento
inicial de actividad de la glutamina sintetasa (que es
una enzima citosélica) es paralelo al del nimero de célu-
las, por 1o que aumenta ré&pidamente en los primeros dias
de cultivo. En los siguientes dias disminuyé ligeramente,
probablemente debido a que durante éstos se produce prin-
cipalmente la diferenciacién celular, con crecimiento de
los procesos astrociticos.

La presencia de alcohol en estos cultivos determiné
un menor incremento dosis—dependiente de la actividad de
esta enzima, tanto en el punto midximo (a los 7 dias) como
al final del cultivo, con disminuciones del 104 y 23%
respecto a los controles a los 7 dias, ¥y del 234 y 344 a
los 21 dias, en los cultivos expuestos a 25 y 100 mM de
etanol, respectivamente. Estos datos parecen concordar
con la disminucién del contenido de ADN en las células
expuestas al alcohol.

Los niveles de actividad de glutamina sintetasa en
cultivos procedentes de ratas tratadas con alcohol, pre-
sentaron a los 7 dias un aumento similar al de los con-
troles, aunque al final del cultivo se observé una nota-
ble disminucién (X26%) de dicha actividad con respecto al
del control a los 21 dias (Fig. 34 B). La presencia de 25
mM de etanol en estos cultivos determinéd una mayor dismi-
nucién en la actividad de la glutamina sintetasa, que fué
especialmente significativa a partir del dia 10 de culti-
vo, encontrando al finalizar el mismo una disminucién del
327 con respecto a los controles.

Datos histoquimicos y bioquimicos han demostrado que
la enzima acetilcolinesterasa estid preferentemente en
neuronas, mientras que l1a butilcolinesterasa se localiza
en células gliales, incluyendo astrocitos, por lo que
podria considerarse marcadora de estas células [65,94].
De hecho, nosotros medimos 1la actividad de 1a acetil-
colinesterasa en los cultivos de astrocitos, encontrando



Figura 33. Demostracién inmunocitoquimica de la distribu-
cién de glutamina sintetasa en astrocitos controles de 4
dias (izquierda) y de 10 dias (derecha), que se localiza
en el citoplasma de las células. Para su demostracién se
utilizé un anticuerpo monoclonal dirigido contra dicha
enzima (obtenido por 1a Dra. Amelia Martinez) que fué re-
velado con la correspondiente anti—-Ig conjugada con FITC.
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Figura 34. Actividad de 1a glutamina sintetasa en astro-
citos obtenidos de fetos controles (A) y expuestos al al-
cohol (B), a 1o largo del tiempo del cultivo. Simbolos
como en la Fig. 27. Cada punto representa 1a media de 3-4
cultivos diferentes. Diferencias significativas con res-
pecto al control (% ¢ 0,05).
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una actividad muy baja y practicamente constante a 1o
largo de todo el cultivo (datos no mostrados).

Sin embargo, cuando se midié 1la actividad de la
butilcolinesterasa, se encontré una curva similar a la de
la glutamina sintetasa, obteniendo unos niveles de acti-
vidad maximos a los 10 dias de cultivo, siendo estos wva-
lores 2,3 veces cuperiores a los iniciales, y disminuyen-—
do posteriormente dicha actividad hasta el final del cul-
tivo (Fig. 35 A&A). '

Con 1la adicién de diferentes concentraciones de
etanol a las células (25 ¥y 100 mM), al igual que ocurria
con la glutamina sintetasa, se observé una disminucién en
la actividad de 1a butilcolinesterasa a 1o largo de todo
el cultivo, que fué m&s marcada al final del mismo ¥y en
los astrocitos expuestos a mayores concentraciones de
alcohol.

Los astrocitos procedentes de ratas tratadas con
alcohol presentaron ciertas wvariaciones con respecto a
los controles (Fig. 35 B). Por una parte, la actividad de
dicha enzima al inicio del cultivo fué mayor, ¥y por otra
parte alcanzaron antes el valor mdximo, a los 7 dias de
cultivo, pero que Ffué un 204 menor que la actividad
maxima encontrada en las células controles. Cuando estas
células crecieron en presencia de etanol, la actividad de
la butilcolinesterasa adn fué menor, especialmente a los
7 dias de cultivo, donde encontramos una disminucién del
33% con respecto al valor maximo de los controles.

La enzima glutiamico deshidrogenasa, que esti locali-
zada en las mitocondrias, cataliza la sintesis de a-ceto-
glutarato a partir de glutamato, estando asi relacionada
con la funcién de la glutamina sintetasa. Aunque esta
enzima no es marcadora especifica de astrocitos, desem-—
pefia un papel muy importante en el metabolismo cerebral
ya que los astrocitos captan el glutamato 1liberado por
las neuronas, lo convierten y liberan a-cetoglutarato,
manteniendo asi un adecuado recambio del glutamato 1ibe-
rado por las neuronas, protegiéndolas del efecto téxico
del glutamato [131].

Los niveles de actividad de esta enzima incremen-
taron durante los primeros dias de cultivo, alcanzando
los valores maximos entre los dias 7 ¥y 15, manteniéndose
practicamente constantes durante el resto del cultivo
(Fig. 36 AY. Los astrocitos procedentes de ratas tratadas
con alcohol mostraron una actividad similar a la de los
controles a 1o largo de todo el cultivo (Fig. 36 B). La
presencia de alcohol no afecté significativamente la
actividad de esta enzima en 1los cultivos procedentes de
ratas controles, ni en los de tratadas con alcohol.
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Figura 35. Actividad de l1a butilcolinesterasa en astroci-
tos obtenidos de fetos controles (A) y expuestos al alco-
hol (B), a 1o largo del tiempo del cultivo. Simbolos como
en la Fig. 27. Cada punto representa la media de 3-4 cul-
tivos diferentes. Diferencias significativas con respecto
al control (*p ¢ 0,05; **p ¢ 0,01).
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Figura 36. Actividad de 1la glutamato deshidrogenasa en
astrocitos obtenidos de fetos controles (A) y expuestos
al alcohol (B), a lo largo del tiempo del cultivo. Simbo-
los como en la Fig. 27. Cada punto representa la media de
3-4 cultivos diferentes.
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2.5.2. ENZIMAS LIGADAS A MEMBRANAS.

Las figuras 37-39 muestran la actividad a 1o largo
del cultivo de astrocitos, de tres enzimas ligadas a las
membranas plasmaticas: (Na* ,K*>ATPasa, Ca?*ATPasa vy
9‘nucleotidasa.

La enzima (Na*,K*)ATPasa parece desempefiar un papel
importante en 1l1a glia puesto que, ademds de regular la
concentracién de K*, estd intimamente ligada al consumo
de O: en la glia [177,2291. El patrén de actividad de
esta enzima en los astrocitos fué diferente al de las
enzimas descritas anteriormente, puesto que el mayor
desarrollo coincidié con el periodo de maduracién de
estas células, que es cuando se desarrollan los procesos.
Asi, en la figura 37 A se observa que el dia 7 de cultivo
la actividad sélo fué 1,4 veces superior a los valores
iniciales, aumentando los niveles notablemente a partir
de ese punto, siendo al final del cultivo 4,4 veces supe-
rior a los valores iniciales.

La presencia de alcohol en estos cultivos indujo una
disminucién de 1os niveles de dicha actividad a 1o 1largo
de todo el cultivo, observando que a los 21 dias la dis-
minucién era del 247 y 404 con respecto al control, en
los astrocitos expuestos a 25 y 100 mM, respectivamente.

La enzima Ca?**ATPasa es otra ATPasa, que estid ligada
a la parte externa de la membrana celular (por lo que se
la denomina “ectoenzima®"); es activada por muy bajas
concentraciones de Ca*" y requiere el ién Mg?* para su
funcionamiento. El patrén de los niveles de actividad fué
similar a los de (Na*,K*)ATPasa, observandose un notable
incremento desde el dia 7 de cultivo hasta el 21, siendo
los valores finales 5,4 wveces superiores a los iniciales
(Fig. 38 A). El desarrollo de esta enzima parece igual-
mente coincidir con el de los procesos astrociticos. La
presencia de alcohol en estos cultivos controles
determiné una disminucién de la actividad a 1o largo del
mismo, que fué un 20 y 407 menor que la de los controles
al final del cultivo, en las células expuestas a 25 y 100
mM de etanol, respectivamente.

La 3S’nucleotidasa que, al igual que las anteriores
enzimas, estd ligada a la membrana plasmatica, ¥y que
facilita la entrada de nucleétidos al citoplasma celular,
fué aumentando de una manera similar a ltas dos enzimas
anteriores, hasta alcanzar al final del cultivo control
un valor 4,1 veces superior al inicial (Fig. 39 A), ¥ya
que también se desarrolla paralelamente a la aparicién vy
formacién de procesos celulares. La presencia de 25 y 100
mM de etanol determiné una menor actividad de esta enzima
a lo largo del cultivo, siendo al finalizar el mismo un
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Figura 37. Actividad de 1la (Na*,K*)>ATPasa en astrocitos
obtenidos de fetos controles (A) y expuestos al alcohol
(B>, a lo largo del tiempo del cultivo. Simbolos como en
la Fig. 27. Cada punto representa la media de 3-4 culti-
vos diferentes. Diferencias significativas con respecto
al control (xp ¢ 0,05; *xp ¢ 0,01).
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Figura 38. Actividad de 1a Ca**ATPasa en astrocitos obte-
nidos de fetos controles (A) y expuestos al alcohol (B),
a lo largo del tiempo del cultivo. Simbolos como en la
Fig. 27. Cada punto representa 1a media de 3-4 cultivos
diferentes. Diferencias significativas con respecto al
control (%p ¢ 0,05; *%xp ¢ 0,01).
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Fiqura 39. Actividad de 1la S5’nucleotidasa en astrocitos
obtenidos de fetos controles (A) y expuestos al alcohol
(B, a 1o largo del tiempo del cultivo. Simbolos como en
la Fig. 27. Cada punto representa la media de 3-4 culti-
vos diferentes. Diferencias significativas con respecto
al control (xp ¢ 0,05).
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154 y 21/ menor que los controles, respectivamente.
]

En estos cultivos, el aumento de 1la actividad de
estas tres enzimas a los 21 dias fué estadisticamente
significativo <(p ¢ 0,01> con respecto a los valores ini-
ciales.

En los cultivos de astrocitos procedentes de ratas
tratadas con alcohol, el patrén de 1os niveles de activi-
dad de estas tres enzimas fué similar al de sus corres-
pondientes controles (Figs. 37-39 B). Sin embargo, al
final del cultivo dichas actividades fueron menores,
encontrando una disminucién del 204, 214 y 344 para la
(Na* ,K*)ATPasa, Ca?*ATPasa y S’nucleotidasa, respectiva-
mente. Cuando estos astrocitos crecieron en presencia de
25 mM de etanol, el valor de dichas actividades <fué to-
davia menor, con unas disminuciones respectivas del 48X,
437, ¥ 357 con respecto a 1los valores de los controles a
los 21 dias de cultivo.

En resumen, encontramos que la actividad especifica
de estas enzimas ligadas a membrana se desarrolla parale-
lamente a 1la aparicién y formacién de procesos astroci-
ticos, ¥ se afecta tanto por la presencia de etanol en el
medio como en aquellos cultivos procedentes de fetos
expuestos al alcohol.

2.5.3. ALCOHOL DESHIDROGENASA.

Por Gltimo se midié la actividad de 1l1a alcohol
deshidrogenasa (ADH), que es una enzima responsable de
catalizar el primer paso del metabolismo del etanol. Sin
embargo, no se detecté dicha actividad en ningin cultivo,
tanto en los que crecieron en presencia como en ausencia
de alcohol.

La importancia de esta enzima estriba en saber si
las células que estuvieron expuestas al alcohol en culti-
vo, lo estuvieron también al acetaldehido resultante de
su me tabolismo. Puesto que no se encontré actividad ADH,
parece indicar que las alteraciones encontradas por la
exposicién al alcohol *in vitro" se deben a é1 directa—
mente, ¥ no al acetaldehido.



DISCUSI O



122

1.ESTUDIO DE LOS HEPATOCITOS.

1.1. AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS.

El aistamiento de hepatocitos a partir de higados de
rata adulta se ha wutilizado ampliamente para estudios
sobre regulacién de rutas metabélicas de sintesis y cata-—
bol ismo de diversas sustancias, captacién y eliminacién
de metabolitos, desarrollo de estados patolégicos, degra-
dacién de sustancias téxicas exégenas y xenobiéticos,
etc. [1361. Sin embargo, estos estudios han sido difici-
les de abordar en el higado en desarrollo, ya que los
métodos de aislamiento de hepatocitos estan basados en la
perfusién del higado, 1o que es dificil de realizar en
higados de pequefio tamafio. Por ello, en los altimos afios
se han desarrcllado nuevos procedimientos que permiten la
separacién de hepatocitos de ratas fetales y neonatas
[146,46,18%91].

El estudio de dichos hepatocitos presenta un gran
interés ya que las caracteristicas del higado no son
constantes a 1o largo de su desarrollo, puesto que sufre
notables cambios fisiolégicos y metabélicos hasta que
llega al estado adulto. Asi, se sabe que en la rata el
higado empieza a aparecer el dia ‘11 de gestacién,
ocurriendo un r&pido crecimiento en 24 h por 10 que ya es
aparente el dia 12. Posteriormente se desarrollan gran
numero de células hematopoyéticas, que entre el dia 13 a
18 de gestacién representan el 5% de las células del
higado. El porcentaje de estas células disminuye hasta el
457 el dia 21 de gestacién [18%].

Los cambios fisiolégicos y metabélicos que ocurren
durante el desarrollo de este 6rgano se pueden agrupar, a
grandes rasgos, en 3 fases [12]1:

a) Fase fetal, donde el higado es principalmente gluco-
litico, debido al aporte constante de glucosa a tra-
vés de la sangre materna.

b)> Fase de lactancia, donde ocurre un cambio de aporte
nutritivo, siendo su principal fuente de energia las
proteinas y la grasa de la leche materna. Por tanto
los hepatocitos desarrollan las vias gluconeogénicas,
debido principalmente a importantes cambios hormona-
les que operan tras el nacimiento, dotando al recién
nacido ¥ lactante de l1a maquinaria enzimatica necesa-
ria para proporcionar un aporte constante de glucosa
a otros é6rganos.

c) Fase de destete (alrededor del dia 25 postnatal en la
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rata). En esta fase 1la principal fuente de energia
son de nuevo los carbohidratos, por 1o que las enzi-
mas gluconeogénicas disminuyen hasta alcanzar los
valores normales del adul to.

En este estudio nosotros hemos desarrollado un pro-
cedimiento que permite la separacién de hepatocitos a
partir de higados de ratas fetales y neonatales, basan-
donos en el descrito por Lorenzo y cols. [141]. El aisla-
miento de hepatocitos presenta algunas ventajas, con res-
pecto a otros métodos de estudio del higado, que en nues-
tro caso han sido las siguientes:

- Permite realizar estudios bioquimicos, metabélicos ¥
morfolégicos simul tdneamente de 1la misma muestra o
“pool"” de hepatocitos.

- Posibilita 1la separacién de hepatocitos en diferentes
subpoblacions, y por tanto la caracterizacién diferen-
cial de las células de las distintas zonas del acino
hepatico.

- Permite estudiar 1las posibles alteraciones que se
puedan producir en hepatocitos de ratas procedentes de
madres alcohélicas, aplicando los procedimientos ante-
riormente descritos.

El procedimiento desarrollado en este estudio tiene
un gran potencial de aplicacién puesto que se consigue el
aislamiento de hepatocitos de fetos y ratas neonatales,
con alto grado de pureza y actividad metabélica.

1.2. SINTESIS Y GLICOSILACION DE PROTEINAS.

Por l1a multitud de trabajos realizados actualmente,
estd -ampliamente aceptado que el etanol interfiere con el
me tabolismo hepd&tico de proteinas [187,2811. De hecho, se
ha comprobado que el consumo crénico de alcohol produce
una acumulacién de ciertas proteinas, siendo éste uno de
los mecanismos implicados en el aumento del wvolumen de
los hepatocitos tras dicho consumo [1301. Esta acumula-
cién hepatica de proteinas podria explicarse por tres
mecanismos: aumento de la sintesis, disminucién de 1la
degradacién, ¥ disminucién de la secrecién [129,187].

Con respecto al efecto del alcchol sobre la sintesis
de proteinas, se han obtenido resultados contradictorios
[213,2811. Asi, mientras que el etanol "in vitro" (en
cortes de tejidos, en hepatocitos o ribosomas aislados,
etc.) parece inhibir l1a sintesis de proteinas, sin embar-
go los resultados obtenidos en estudios "in vivo" cson
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contradictorios, puesto que se ha encontrado tanto un
aumento, una disminucién como ninguna variacién en dicha
sintesis. Estas Gl timas discrepancias podrian ser debidas
a los diferentes modelos y condiciones experimentales
utilizados, tales como intoxicacién aguda o crénica,
dosis de etanol, vias de administracién, etc. [187,281].

Igualmente, aunque también existen ciertas discre-
pancias acerca del efecto del etanol sobre la degradacién
de proteinas en los estudios realizados "in vivo", traba-
Jos recientes indican que la administracién tanto aguda
como crénica inhibe la degradacién de proteinas por los
lisosomas [187). Estos trabajos sugieren que éste podria
ser uno de los mecanismos implicados en la acumulacién de
proteinas hepaticas.

Por otra parte, se ha postulado que las proteinas
acumuladas son principalmente glicoproteinas [258,264]1 ¥y
proteinas de secrecién tales como albumina y transferrina
[18,130]1. De hecho hay datos experimentales que demues—
tran que el etanol inhibe el transporte de las glicopro-
teinas desde el aparato de Golgi a 1a membrana plasmatica
¥/0 la insercién de éstas en dicha membrana [258].

Sin embargo hay que considerar que todas estas evi-
dencias experimentales se han realizado en animales adul-
tos, no existiendo estudios acerca del efecto del alcohol
sobre el metabolismo de las proteinas en el higado en
desarrollo. A este respecto sélo encontramos unos traba-
Jos de Rawat [197,200] que observé una inhibicién en la
sintesis de proteinas en ribosomas aislados de higados
fetales y neonatales de ratas cuyas madres consumian al-
cohol. Estos resultados coinciden con datos obtenidos en
nuestro laboratorio donde encontramos una inhibicién del
384 en la sintesis de proteinas, medida mediante la unién
de ?»S-metionina a proteinas citosélicas en sobrenadante
de homogenados de higados de fetos expuestos al alcohol
(resul tados no publicados).

Recpecto a 1os resultados que se obtuvieron en
hepatocitos aislados de fetos expuestos al alcohol, tras
la incorporacién de H-leucina se observaron dos efectos:
a) una ligera disminucién de dicha incorporacién; y b
una retencién de las proteinas marcadas en los hepatoci-
tos, que fué mis evidente al final del tiempo de desmarca
y tras el pulso de 40 min que tras el de S min.

La retencién de proteinas en los hepatocitos de
fetos expuestos al alcohol se corroboré con estudios
autorradiogridficos, en los que se observé que las pro-
teinas marcadas con *H-leucina se acumulaban en el reti-
culo endoplé&smico rugoso <(REr), retrasdndose su procesa-
miento hacia el aparato de Golgi. Estos datos parecen
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indicar que dicha acumulacién de proteinas es debida a
una alteracién en el procesamiento de éstas desde su
lugar de sintesis hasta su destino.

De hecho uno de los organulos implicados en el pro-
cesamiento de proteinas y su glicosilacién, es el aparato
de Golgi. Estudios morfolégicos ¥y citoquimicos en nuestro
laboratoric habian demostrado que este org&nulo celular
es el mas gravemente afectado en higados de fetos expues-
tos al alcohol [201-203). Por esta razén decidimos estu-
diar el proceso de glicosilacién de proteinas con mas
profundidad, tratando de investigar algunos de los pasos
que intervienen en este proceso.

Para ello incubamos los hepatocitos con dos aztcares
precursores: la manosa, que se incorpora a la cadena
polipeptidica al inicio de dicho proceso, en el REr, ¥ la
galactosa que se incorpora posteriormente, en el aparato
de Golgi [212]). Los resultados autorradiogr&ficos que se
ocbtuvieron tras la incorporacién de manosa en hepatocitos
controles mostraron que las marcas se localizaban
inicialmente en el REr, disminuyendo progresivamente con
el tiempo a la vez que iban aumentando sobre el aparato
de Golgi. Posteriormente éstas disminuyeron en dicho
organulo, apareciendo a las 3 h de desmarca en la
membrana plasmatica. Sin embargo, tras la incorporacién
de galactosa, se observé inicialmente una gran abundancia
de granos en el aparato de Golgi, disminuyendo éstas con
el tiempo y apareciendo a las 3 h, igual que ocurria con
la manosa, en la membrana plasmatica. Estos resul tados
coinciden con 1los publicados por otros autores, tras
incorporar ambos azticares en diferentes tipos de células
secretoras, como los hepatocitos y las células tiroideas
[212,2771.

Cuando se realizé la incorporacién de dichos azlca-
res en los hepatocitos de fetos expuestos al alcohol, se
observé un retraso en 1la desaparicién de las marcas,
tanto sobre el REr como sobre el aparato de Golgi, Jjunto
con una menor aparicién del numero de éstas sobre la mem-
brana plasmatica al final del tiempo de desmarca. Dicha
acumulacién de glicoproteinas marcadas en el aparato de
Golgi sugiere que el proceso de glicosilacién podria
estar alterado durante el paso de éstas a través del apa-
rato de Golgi. Varias posibilidades podrian explicar este
efecto:

a) E! etanol! puede alterar 1la actividad de algunas
enzimas implicadas en 1la glicosilacién. De hecho
hemos podido observar en éste y otros trabajos
previos [203] que 1la exposicién prenatal al etanol
disminuye la actividad citoquimica de varias enzimas
implicadas en este proceso, tal como 1a UDPasa.
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Ademas, estudios llevados a cabo en animales adultos
indican que la intoxicacién por etanol es capaz de
afectar los primeros pasos de la glicosilacién termi-
nal de las glicoproteinas [5%,4601.

b) Se ha sugerido que la salida de glicoproteinas desde
la zona "trans" del aparato de Golgi hasta su destino
final implica el reccnocimiento de ciertas seffales
especificas en estas glicoproteinas, mediante un
sistema receptor, y su transporte hasta su destino
mediante vesiculas post-Golgi [21]1. Es posible que el
etanol altere bien la estructura de las glicoprotei—
nas o bien su glicosilacién ¥y, por tanto, no puedan
ser reconocidas por el sistema mencionado.

Estas posibilidades no excluyen que el etanol altere
igualmente el flujo de transporte de las vesiculas post-
Golgi hasta su lugar de destino, p.e. la membrana plasma-
tica. De hecho hemos observado una disminucién de las
marcas asociadas a la membrana plasmiatica de hepatocitos
tratados con alcohol. En este sentido, Tuma y cols. [258)
observaron que la administracién de alcohol a animales
adultos interfiere con la glicosilacién de proteinas,
alterando el flujo de 1las wvesiculas desde el aparato de
Golgi a la membrana plasmitica, acumuléndose éstas en el
citosol de los hepatocitos.

En resumen, nuestros resul tados parecen indicar que
la exposicién prenatal al alcohol inhibe 1la sintesis
hepatica de proteinas, alterando el proceso de glicosila-
cién y de transporte de éstas, aunque el contenido total
de proteinas en estos hepatocitos parece no alterarse
[2241.

El mecanismo(s)> por el que el alcohol inhibe la
sintesis de proteinas en estos hepatocitos se desconoce.
Sin embargo, basindose en estudios realizados en animales
adultos, se han postulado algunas hipétesis que podrian
explicar dicho efecto:

10> El etanol altera 1a sintesis de proteinas mediante
un aumento del cociente NADH/NAD* que se produce
como consecuencia de su metabolismo (por las enzimas
ADH ¥y ALDH> [12913. Al aumentar dicho cociente se
produce wuna disminucién en 1a relacién ATP/ADP
[118]1, dando lugar a una alteracién en el equilibrio
de nucleétidos ¥ en 1los procesos de iniciacién y
elongacién de las cadenas polipeptidicas [2811, pro-
duciendo por tanto una disminucién o una inhibicién
de la sintesis proteica. Sin embargo, es muy poco
probable que este mecanismo sea relevante en el feto
ya que, aunque estid expuesto a las mismas concentra-
ciones de alcohol que la madre [7,77,219], l0os nive—
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les de ADH ¥ ALDH en el higado fetal son casi inde-
tectables [181,2201.

29) Otra hipétesis postulada es que el alcohol, a través
de modificaciones hormonales, altera indirectamente
la sintesis de proteinas en el higado. Se sabe que
dicha sintesis estd influida por 1los niveles de
ciertas hormonas tales como glucagén, insulina, hor-
mona del crecimiento, tiroxina, corticoides, etc.
[281]). Por tanto, puesto que en animales prenatal-
mente expuestos al alcohol se han encontrado altera-
ciones en los niveles de varias hormonas £(57,82,185,
186,2531, es probable que este mecanismo indirecto
pueda estar implicado ¥ ser, al menos en parte, res-—
ponsable de las alteraciones encontradas en el
me tabolismo proteico de 1os hepatocitos de estos
animales.

39) E1 estado nutritivo del animal, y por tanto las
variaciones en los niveles de ciertos metabolitos
tales como la glucosa, ciertos aminoidcidos o sustan-
cias oxidables, pueden influir sobre 1la sintesis
proteica [173,270]1. De hecho se ha descrito que el
consumo materno de alcohol altera el transporte pla-
centario de glucosa, amino&cidos, asi como de otras
sustancias [62,2361; asi, aunque la ingesta nutri-
tiva y energética sea igual en Ya madre alcohélica
que en la control “"pair fed", no podemos asegurar
que el aporte de dichos sustratos sea igual en sus
respectivos fetos, »y por tanto es posible que la
menor disponibilidad de metabolitos sea un factor
limitante en la sintesis de proteinas en los fetos,

49) Por altimo se ha postulado que 1a reduccién en 1la
secrecién podria ocasionar una inhibicién secundaria
en la sintesis de proteinas [281]. Este mecanismo
también podria estar implicado en nuestro caso ya
que observamos una acumulacién de proteinas y glico-
proteinas en el aparato de Golgi.

Finalmente, aunque no est& esclarecido si el etanol
actua directa o indirectamente inhibiendo 1a sintesis de
proteinas en el higado, sin embargo también se ha encon-
trado dicha inhibicién en otros érganos [196,200], pu-
diendo ser éste uno de los mecanismo implicados en el re-—
traso del desarrollo que se observa tanto en animales
como en niffos prenatalmente expuestos al alcohol.
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~1.3. SUBPOBLACIONES DE HEPATOCITOS.

Aunque existe la creencia de que el tejido hepatico
es homogéneo, ya en 1954 Rappaport propuso el acino hepa-
tico como unidad funcional de dicho parénquima, dividién-
dolo en 3 zonas diferentes de acuerdo con la proximidad
de 1los hepatocitos a 1a vénula porta terminal, y por
tanto con el mayor o menor aporte sanguinec de oxigeno,
sustratos y hormonas [1951. La zona 1 é periportal (PP
corresponde a los hepatocitos que rodean la vénula porta
terminal; en esta 2zona tiene lugar preferentemente el
me tabolismo energético oxidativo, B-oxidacién, catabo-
lismo de amino&cidos, ureagénesis a partir de amino&ci-
dos, gluconecgénesis, etc. La zona 3 6 perivenosa (PV)
corresponde a los hepatocitos que estian m&s alejados de
la wvénula porta ¥y que rodean la vénula hep&tica; en esta
zona tiene lugar con preferencia la glucolisis, liponeo-
génesis, ureagénesis a partir de amonio, biotransforma-
cién de drogas, etc. [(108]. La zona 2 6 intermedia
corresponde a los hepatocitos localizados entre las zonas
1 » 3.

En los dltimos aflos se han realizado muchos esfuer-
zos para desarrollar nuevos procedimientos que permitan
separar los hepatocitos en diferentes subpoblaciones.
Estos procedimientos se basan principalmente en las di-
ferencias de densidad y tamafio que presentan las células
de 1las diferentes zonas del acino hepitico. Las ventajas
e inconvenientes de cada uno de estos métodos de separa-
cién han sido discutidas en algunas revisiones [136]. Sin
embargo hay que destacar que todos estos procedimientos
se han realizado en higado de animales adultos, por lo
que no existe en la actualidad un estudio detallado de
las caracteristicas morfolégicas y funcionales de las di-
versas subpoblaciones de hepatocitos durante el desarro-
11o del higado.

En este estudio nosotros hemos desarrcollado un pro-
cedimiento que nos ha permitido separar los hepatocitos
de las diferentes zonas del acino hepitico de ratas neo-
natales, y caracterizarlas por métodos bioquimicos, mor-
folégicos ¥y citofluorimétricos simultidneamente.

Utilizamos higados de ratas de 12 dias ya que hasta
la 28 semana de vida postnatal en la rata, los hepatoci-
tos no adquieren una heterogeneidad metabélica [109,1111.
Hay que sefMalar que, puesto que existen pocos datos re-
ferentes a las caracteristicas bioquimicas y ultraestruc-—
turales de lacs diferentes poblaciones de hepatocitos de
ratas neonatales, 1os resultados obtenidos en este estu-
dio se comparardn con los de higados de ratas adultas
£108,142,164]1. De hecho se ha demostrado que las diferen-
tes caracteristicas ultraestructurales de las células PV
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y PP se mantienen, al menos, durante el primer afio de
vida en la rata [110,1546,228,244].

La separacién de las diferentes subpoblaciones de
hepatoci tos, que se realizé mediante un gradiente discon-
tinuo de densidad, dié lugar a la obtencién de & fraccio-
nes celulares. En todas estas fracciones, los resul tados
obtenidos por los diferentes métodos utilizados mostraron
que las células de las fracciones F2Z2 y Fé realmente
constituian diferentes poblaciones de hepatocitos.

Respecto & 1las actividades enzimiaticas ensayadas,
hay que seffalar que el contenido enzimatico de los hepa-
tocitos esti distribuido segin un gradiente a 1o largo
del acino hep&tico, no existiendo una localizacién exclu-
siva en una de sus zonas. Asi, se ha descrito que la ac-
tividad alanina aminotransferasa C(ALAT), enzima que in-
terviene en el catabolismo de los amino&cidos, se loca-
liza predominantemente en la zona PP [164,2331; sin em—
bargo, la glutdmico deshidrogenasa (GDH)>, que intrviene
en la detoxificacién de nitrégeno, tiene una actividad
maxima en los hepatocitos de 1la zona PV [164,233].
Nuestros resul tados coinciden con estos datos ya que tam-—
bién encontramos un gradiente de actividad enzimatica a
lo largo de las diferentes fracciones celulares, que va-
ria de wunas enzimas a otras, siendo la actividad maxima
de la ALAT en las células Fé, mientras que 1a GDH lo fué
en F2. Asimismo, la relacién de dichas actividades entre
los hepatocitos Fé y F2 (Tabla 4> también coincidié con
los datos publicados por otros autores en ratas adultas
[22,138]1. Estos resul tados sugieren inicialmente que las
fracciones F2 y Fé contienen principalmente hepatocitos
de las zonas PV y PP, respectivamente.

Hay que destacar que aunque se ensayé la actividad
de otras enzimas, la l&ctico deshidrogenasa (LDHY »y 1la
piruvato Kinasa (PK), que igualmente son marcadoras de
las zonas PP y PV, respectivamente [75,164,2331, no
encontramos sin embargo diferencias significativas entre
las diferentes fracciones celulares obtenidas. Esta homo-
geneidad de actividad enzima&tica probablemente se deba a
que, aunque la heterogeneidad de los hepatocitos aparece
de una manera progresiva ¥ ya es manifiesta a los 12 dias
de edad postnatal en la rata, ésta no sea simul tinea para
todas las enzimas que contienen los hepatocitos [12].

De hecho ambas enzimas sufren notables cambios
durante la lactancia [42]1. Asi, 1a LDH, que interviene en
la gluconeogénesis, aumenta considerablemente durante
esta fase, disminuyendo posteriormente hasta alcanzar los
valores del adulto en la fase de destete. Contrariamente
ocurre con la PK, enzima glucolitica, cuya actividad es
muy elevada en 1a fase fetal y disminuye progresivamente
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en la fase de lactancia (ambas enzimas se midieron en
homogenados de higados en desarrollo; datos no presenta-—
dos). Estas adaptaciones fisiolégicas de las enzimas que
intervienen en la gluconeogénesis ¥ glucolisis posible-
mente sean la causa de la ausencia de su localizacién
preferente en una zona determinada del acino hepatico a
los 12 dias de edad en la rata.

Con respecto a las enzimas que metabolizan el etanol
hay que seffalar que los trabajos realizados para deter-
minar su localizacién en el acino hepatico son escasos y
a veces contradictorios. HNuestros resultados demuestran
que tanto la alcohol deshidrogenasa (ADH) como la aldehi-
do deshidrogenasa (ALDH) de alta y baja K, presentan una
localizacién similar a 1la GDH, 1o que sugiere que, al
menos en ratas neonatas, son enzimas predominantemente
perivenosas.

Estos resul tados son coherentes con los publicados
por otros autores, demostrando que las enzimas que cata-
lizan la biotransformacién de drogas se localizan con
preferencia en la zona PV [108,271]1. Asimismo, coinciden
con los estudios realizados por Morrison y Brock [163]1 en
higados humanos y de rata adultos sobre la localizacién
de la ADH, ¥y por Lindahl y cols. [135) sobre 1a ALDH. Sin
embargo otros autores no han encontrado diferencias
significativas en la distribucién intraacinar de la ALDH
en el animal adulto [22,240].

Por otra parte, resultados ultraestructurales igual-
mente demuestran que existen diferencias significativas
entre los hepatocitos F2 y Fé, 1o que confirma que exis-
ten dos poblaciones diferentes. Asi, encontramos que el
volumen celular, segin los datos tanto estereolégicos
como citofluorimétricos, mostré un aumento progresivo de
la F2 a 1a Fé, siendo la media de estos valores semejante
a la publicada para ratas de 12 dias [74]1. Sin embargo
hay que destacar que algunos trabajos realizados en ratas
adul tas no encontraron diferencias significativas en el
tamaMo hepatocitario de 1las diferentes subpoblaciones
[87,142].

Los datos estereclégicos referentes a los diferentes
orgadnulos celulares mostraron que los hepatocitos Fé eran
mé&s ricos en el reticulo endopl&smico rugoso (REr),
peroxisomas y glucégeno, el cual se distribuia en grandes
agregados; a la vez el aparato de Golgi estaba mi&s desa-
rrollado ¥ tanto la densidad de volumen mitocondrial como
su volumen absoluto era mayor que en las células F2.
Estos datos coinciden con estudios realizados "in situ”,
donde se ha encontrado una localizacién preferente de los
componentes celulares mencionados en los hepatocitos
periportales [108,110,142,154,2281. E1 mayor desarrcollo
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del aparato de Golgi asi como del volumen mitocondrial en
esta 2zona se ha asociado a una predominancia de las fun-
ciones que realizan, tales como 1la formacién de bilis y
el metabolismo energético oxidativo, respectivamente
[1081.

Por otra parte las células FZ2 presentaron una mayor
densidad de volumen 1lisosomal, Jjunto con una dispersién
del glucégeno (en rosetas aisladas) que estaba frecuente-
mente asociado con el reticulo endoplasmico Jiso (REl),
el - cual era mé&s abundante en esta fraccién. Estos resul-
tados igualmente coinciden con 1los publicados en el hi-
gado "in situ" para la zona perivenosa [108,142), aso-
cidndose 1la mayor abundancia de REl en estas células, a
la preferente localizacién que tienen algunas enzimas
relacionadas con 1a biotransformacién de xenobiéticos,
tales como el complejo P-450 [71,108].

En resumen, tanto 1o0s resultados bioquimicos como
los estereclégicos obtenidos de las diferentes subpobla-
ciones, sugieren que la fraccién F2 contiene principal-
mente hepatocitos de la zona PV, mientras que los de Fé
son PP. Las fracciones F3, F4 y FS corresponden a hepato-
citos de la zona intermedia. Ademas, hay que destacar que
los datos obtenidos de la distribucién tanto de organulos
celulares como de 1las actividades enzimaAticas en las
diferentes subpoblaciones de hepatocitos, concuerdan con
las funciones especificas o predominantes asignadas a las
células de las regiones PP y PV [86,109].

1.4. SUBPOBLACIONES HEPATOCITARIAS OBTENIDAS DE RATAS
EXPUESTAS AL ALCOHOL.

Aunque se desconoce el mecanismo por el cual el con-
sumo crénico de alcohol produce alteraciones hepaticas,
hay datos que indican que dichas lesiones se inician en
los hepatocitos de la zona centrilobulillar o PV [102,
166,1841. Por esta razén nosotros iniciamos el presente
trabajo, para estudiar si habia una afectacién selectiva
en los hepatocitos de las diferentes zonas del acino, en
higados de ratas prenatalmente expuestas al alcohol, ya
que habiamos observado que en dichas ratas se producian
unas al teraciones hepaticas similares a las que aparecen
tras el consumo crénico de alcohol [201-2031.

Sin embargo, uno de los mayores inconvenientes del
estudio de diferentes subpoblaciones hepatocitarias es
que los métodos utilizados para su separacién (incluyendo
el de centrifugacién de células aisladas en un gradiente
de densidad, utilizado por nosotros), no garantizan que
las células que sedimentan a wuna determinada densidad,
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procedentes de animales expuestos a una droga, se corres-—
pondan con las de animales controles [87,134].

De hecho en nuestro caso las "células densas" que
aparecieron en higados de ratas expuestas al alcohol (con
una morfologia diferente a la del resto de 1os hepato-
citos), no las podemos comparar con los hepatocitos con-
troles que sedimentaron a la misma densidad. Sin embargoc
estas "células densas™ se encuentran en un porcentaje
bajo, especialmente en las fracciones F2 y F&, que son
las que hemos identificado como PV y PP, respectivamente,
en los hepatocitos de ratas controles. Por otra parte,
las caracteristicas generales bioquimicas y estereolégi-
cas de las células normales ("no densas") de las ratas
expuestas al alcohol, fueron similares a las controles,
aunque encontramos ciertas diferencias con respecto a
ellas.

Los datos estereoléqicos mostraron que algunos orgé-
nulos celulares se afectaban mas en las células F2 de las
ratas expuestas al alcohol, mientras que otros presenta-
ban mayores alteraciones en los hepatocitos Fé, comparan-
dolos con los controles. Asi, 1os datos m&s 1lamativos
fueron los referentes a las mitocondrias y el aparato de
Golgi, que estaban m&s afectados en F2, mientras que los
lisosomas, el REl ¥ el REr lo estaban en Fé. Estos datos
indican que la exposicién pre + postnatal al alcohol
tiene un efecto selectivo sobre cada componente celular
especifico, dependiendo de la localizacién intraacinar de
tas células.

Por otro lado se observé que en las ratas expuestas
al alcohol, 1las actividades de las enzimas marcadoras,
ALAT y GDH, presentaban ciertas variaciones con respecto
a las controles, principalmente en l1os hepatocitos de 1la
fraccién F2. Asi, mientras la actividad de l1a ALAT mostré
un incremento en dicha fraccién, 1la GDH disminuyé tanto
en F2 como en F3.

Algunos autores han sugerido que el etanol produce
una hipoxia debido a un aumento en el consumo de oxigeno
[104,123,255]1, que se agravaria en la zona PV ya que la
oxigenacién es menor en esta zona que en 1la zona PP
[109]. Nuestros resultados parecen apoyar esta hipétesis
Ya que observamos un mayor dafio mitocondrial junto con
una disminucién m&s marcada de 1a GDH (enzima mitocon-
drial) en los hepatocitos de la zona PV. Al mismo tiempo
el incremento de ALAT observado, podria reflejar una res-
puesta adaptativa a la hipoxia que se produce preferen-
temente en esta zona.

Hay que seffalar que las alteraciones mitocondriales
que hemos observado en los hepatocitos de la fraccién F2
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son similares a las descritas en los higados de fetos
expuestos al alcohol [2011. También se habia demostrado
que el consumo crénico de alcohol en ratas produce una
importante reduccién 'de la actividad hepatica de GDH
{1001,

Las relaciones entre las actividades enzim&ticas de
las poblaciones Fé6 y F2 de las ratas tratadas con
alcohol, mostré variaciones con respecto a las controles
(Tabla 68), ya que las diferencias entre dichas activi-
dades en general fueron menos acusadas que en caso de las
controles. Este efecto posiblemente sea debido a dos
factores:

a) La pequefia contaminacién que existe de "células den-—
sas", que son indistinguibles bioquimicamente de las
*no densas", podria afectar 10s niveles de actividad
enzimatica. Sin embargo debido al bajo porcentaje de
éstas en las fracciones F2 y Fé6, hace que la repercu-
sién de este factor sea despreciable.

b Es posible que 11a maduracién de los hepatocitos de
las ratas expuestas al alcohol sea m&s lenta que en
las controles, como parece demostrar el retraso gene-
ral en el crecimiento de estos animales (corporal,
hepatico, cerebral, etc.) [77,224,225]1. Este hecho
podria ocasionar un retraso en la aparicién de la he-
terogeneidad entre las diferentes zonas del acino
hepatico, por 10 que en ratas de 12 dias de edad
encontremos diferencias menos marcadas entre las
actividades enzimiticas de las distintas subpoblacio-
nes de hepatoci tos.

En las ratas tratadas con alcohol, 1a actividad de
las enzimas que metabolizan el etanol también wvarié con
respecto a las controles. La ADH disminuyé en todas las
fracciones, siendo ésta mis marcada en F2 y F3. Estos
datos coinciden por un lado con trabajos previos de
nuestro laboratorio [7?1, en donde se encontré una dismi-
nucién en la actividad de dicha enzima en homogenados de
higados de animales pre y postnatalmente expuestos al
alcohol. Por otro tado, también parecen coincidir con los
resul tados de Vaananen y cols. [280]1 que encontraron una
disminucién moderada de dicha actividad en hepatocitos de
ratas alcohélicas crénicas.

Con respecto a la ALDH de alta ¥y baja Km, en este
trabajo no encontramos diferencias significativas en los
niveles de actividad de las diferentes fracciones obteni-
das de ratas expuestas al alcohol, con respecte a los
controles. Hay que considerar que se han descrito tanto
incrementos [835] como disminuciones [113]1 de dichas acti-
vidades enzimaticas, en higados de animales alcohélicos
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crénicos; estas discrepancias posiblemente sean debidas a
la mayor o menor integridad mitocondrial que presentan
las células hepaticas de dichos animales, que varia segdn
el tiempo de exposicién, ya que esta enzima se localiza
principalmente en mitocondrias.

Finalmente, sabemos que las ratas expuestas al
alcohol durante su crecimiento presentan una disminucién
de peso tanto corporal como hepatico y de otros tejidos,
como se ha indicado anteriormente. También se sabe que el
etanol interfiere con la lactancia [221], pudiendo causar
un déficit nutricional en las crias, a pesar de un es-
tricto control isocalérico de 1las madres. Sin embargo se
ha demostrado que tanto el alcohol como el acetaldehido
pasan del torrente circulatorio materno al fetal (7,77,
83,2191 ¥ en la lactancia a 1la leche materna [(84], y por
tanto ambos metabolitos pueden ejercer un efecto téxico
directo sobre fetas y ratas lactantes, afectando el
desarrollo y crecimiento normal del higado.

En resumen, ta exposicién al etanol durante el desa-
rrollo y maduracién hepitica en la rata, tiene un efecto
selectivo sobre orginulos celulares especificos, depen-—
diendo de la localizacién intraacinar de los hepatocitos.

Hay que destacar que las alteraciones morfolégicas
m&s marcadas observadas en higados "in situ" de animales
prenatalmente expuestos al alcohol, han sido las mito-
condrias y especialmente el aparato de Golgi [201,203]1, ¥
que estas lesiones se localizan principalmente en la zona
perivenosa. Al mismo tiempo, l1os resul tados referentes a
las actividades de enzimas marcadoras de zona, también
parecen indicar que los hepatocitos de 1a zona PV son mas
susceptibles a la accién téxica del etanol. Todos estos
datos coinciden con estudios realizados tanto en humanos
[188] como en animales adultos [102,1841, donde se ha
postulado que la accién hepatotéxica del alcohol se ini-
cia y predomina en la zona perivenosa. Ademas del alco-
hol, =e ha descrito que otros téxicos, como el Cl.C »
bromobenceno, también lesionan con preferencia la zona
perivenosa. En esos casos se ha sugerido que es debido a
que dichos hepatocitos contienen por un lado menos gluta-
tion-peroxidasa y glutation, ¥y por otro lado a una acumu-
lacién de metabolitos electrofilicos que derivan del me-
taboliemo de dichos téxicos por el citocromo P-450, que
es predominante en esta zona [1081.
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2. ESTUDIO DE LOS CULTIVOS PRIMARIOS DE ASTROCITOS.

Desde el siglo XIX se sabe que en el sistema nervio-
so existen células diferentes a las neuronas, pero s6lo a
principios del presente siglo se pudieron diferenciar las
células gliales, gracias a las técnicas de tincién de
Ramén y Cajal [193,194]. Desde entonces se ha estudiado
su morfologia y fisiologia, ¥ hoy se sabe que desempefian
un papel importante tanto durante el desarrollo cerebral
como en el cerebro adulto <(ver por ejemplo [22,177,
2381>.

Asi, como se apuntaba en la Introduccién, las célu-
las radiales gliales, precursoras de astrocitos [1%1,
1921, actuan de guia de 1a migracién neuronal durante el
desarrocllo del sistema nervioso, formando una especie de
enrejado con sus procesos, a lo largo del cual se despla-
zan las neuronas desde su lugar de origen hasta el sitio
que ocuparin definitivamente; - ademids, los astrocitos se-
cretan factores neurotréficos (probablemente NGF ("nerve
growth factor")) que regqula la diferenciacién neuronal
[23]. En el cerebro adulto tienen un papel regulador de
la nutricién neuronal ya que rodean los endotelios vascu-
lares (formando parte de la barrera hemato—-encef&lica) »

la superficie neuronal, incluidas 1las sinapsis [113].
Ademas mantienen el equilibrio del pH en el fluido extra-
celular asi como la homeostasis de iones (como K*) y de

maltiples metabolitos, e intervienen en el metabolismo de
neurotransmisores, como el GABA ¥ el glutamato. Final-
mente los astrocitos son las células encargadas de la
reparacién y regeneracién del tejido nervioso lesionado
ya qQue, a diferencia de las neuronas, conservan la capa-
cidad de divisién durante toda la vida [40].

Debido a las importantes funciones que desempefian
los astrocitos, como se ha seffalado, ¥ a la gran cantidad
de dichas células que presenta el cerebro adulto (10
veces ma&s numerosas que las neuronas, 1o qQue supone X un
tercio del volumen celular en la corteza cerebral) [183],
es razonable esperar que las alteraciones en dichas
células se acompafie de disfunciones en el sistema
nervioso.

En cuanto al efecto que sobre ellas pueda tener el
alcohol, resultados de nuestro laboratorioco habian demos-—
trado que ratas expuestas al etanol durante su desarrollo
presentaban marcadas alteraciones neuroquimicas a nivel
de cerebro entero [77,79], asi como en neuronas y astro-
citos aislados de animales adul tos prenatalmente expues-—
tos al etanol [81]. Sin embargo, es dificil diferenciar
*in vivo"™ entre el efecto directo del alcohol y el que
indirectamente puede producir a través de mecanismos
tales como alteraciones hormonales, nutritivas, etc. Ade-
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mis, el cerebro es un érgano complejo y heterogéneo, ¥y es
posible que la toxicidad del etanol sea mas marcada en
unas zonas que en otras, y dentro de éstas también wvarie
en los diferentes tipos de células que la componen.

Por tanto nos planteamos estudiar el efecto directo
del alcohol en un determinado tipo de célula nerviosa en
desarrollo, procedente de corteza cerebral. Elegimos los
cultivos primarios de astrocitos por varias razones como
son:

a) Por las importantes funciones que desempefian, como se
ha seffalado anteriormente.

b) El crecimiento y diferenciacién de los astrocitos en
cultivo primario sigue pautas bioquimicas, morfolégi-
cas ¥ funcionales similares a las de estas células
*"in vivo" [97].

c) Al ser un modelo experimental bien conocido, ha sido
utilizado para estudiar el efecto patégeno de otros
téxicos [210]. ‘

d) En estudios "in vivo" se han encontrado alteraciones
en la glia de niffos y animales expuestos al alcohol
durante su desarrollo [36,81).

e) Hay estudios experimentales en 1los que se ha encon-
trado menor desarrollo de las neuronas, postulindose
que podria ser debido a una alteracién en el desarro-
1lo de 1a gtia [158].

f) Una de las pocas enfermedades en las que se ha encon-
trado alteraciones gliales es en el alcoholismo cré-
nico [1901.

2.1. CARACTERISTICAS DEL CULTIVO.

En relacién a la proliferacién y diferenciacién de
los astrocitos en cultivo primario hay que considerar que
éstos pueden presentar ciertas wvariaciones, dependiendo
de las caracteristicas del medio asi como de la cantidad
de células sembradas por placa, de su origen, de la edad
del tejido del que se aislan, etc. [68,94].

Con las condiciones utilizadas en este estudio (par-
tiendo de corteza cerebral de fetos de rata a término),
obtuvimos wunos cultivos primarios de astrocitos con una
supervivencia muy alta y que practicamente no presentaron
contaminacién de neuronas, fibroblastos, ni de otro tipo
de células. Esto se comprobé mediante el marcado de 1la
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proteina fibrilar 4&cida de la glia (GFAP), especifica de
los astrocitos [27,521. ’

Los cultivos procedentes de ratas controles presen-—
taron unas curvas de crecimiento y desarrollo similares a
las descritas por otros autores [94,232,274]. Los valores
referentes al contenido y sintesis de ADN indican que
durante todo el tiempo del cultivo existe divisién celu-
lar, que se mantiene, aunque en menor proporcién, hasta
el final del mismo; a la vez, los datos acerca del con-
tenido ¥ sintesis de proteinas indican que existe un cre-
cimiento celular que también es menor al final del cul-
tivo.

De hecho se sabe que los astrocitos, cuyos precurso-
res comienzan a aparecer a los 12 dias de edad gestacio-
nal en la rata, proliferan "in vivo" tanto durante el
resto del periodo prenatal como después del nacimiento,
conservando la capacidad de dividirse durante toda la
vida, a diferencia de otros tipos de células nerviosas,
como las neuronas (Fig. 2. Sin embargo, hay que destacar
que la ma&xima proliferacién astrocitica coincide con el
final de l1a gestacién y el principioco de la vida post-
natal,

La morfologia de estas células también coincide con
la descrita en los estudios mencionados anteriormente,
siendo al inicio del cultivo principalmente redondeadas o
poligonales, y posteriormente wvan formando una red,
estableciendo conexiones al adquirir la forma estrellada
tipica con largas prolongaciones. Las primeras células
corresponde a los astroblastos, que son las que presentan
actividad mitética, mientras que las segundas son las
células diferenciadas o astrocitos fibrosos.

Desde los primeros dias de cultivo, las células eran
metabélicamente activas en 1o que se refiere a enzimas
que participan en el metabolismo del glutamato, que es
una de las funciones mas importantes de los astrocitos.
Asi, los niveles de 1las enzimas glutémico deshidrogenasa
(GDH) y glutamina sintetasa aumentaron de wuna manera
paralela a la proliferacién de células, y disminuyeron
ligeramente con 1la diferenciacién morfolégica de los
astrocitos, 1o que coincide con los datos publicados por
otros autores [229). Asimismo pudimos comprobar que eran
capaces de captar y liberar neurotransmisores asi como de
sintetizarlos (resultados no publicados).

La diferenciacién ¥ maduracién celular se manifesté
tanto morfolégicamente, mediante la aparicién y prolife-
racién de 1los procesos celulares, con un incremento en
GFAP, como bioquimicamente, por el aumento de actividad
de enzimas ligadas a las membranas plasmaticas, de manera
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similar a lo descrito por otros autores [95]1. El1 desarro-
11lo enzimd&tico fué similar para las tres enzimas de mem—
brana estudiadas, tales como (Na*,K*)>ATPasa, Ca%*ATPasa vy
S5’nucleotidasa. De éstas, 1a mas ampliamente estudiada ha
sido 1la (Na*,K*)>ATPasa, que desempeffa un papel fundamen-
tal en la distribucién de cationes a través de la membra-
na plasm&tica, 1o que constituye otra de las funciones
m&s importantes de los astrocitos, necesaria para la ac-
tividad eléctrica de las células nerviosas. El desarrollo
de 1la actividad de dichas enzimas de membrana es similar
al encontrado en homogenado de cerebros de rata durante
la fase postnatal [77,791, 10 que probablemente indica
que gran parte del notable incremento que sufren dichas
actividades "in vivo" se debe al desarrollo de la glia
durante dicha fase [95].

2.2. EFECTO DEL ALCOHOL.

La presencia de alcohol en el medio de <cultivo de
los astrocitos de ratas controles, a unas concentraciocnes
similares a las encontradas en sujetos alcohélicos créni-
cos (25 mM) o tras una intoxicacién aguda moderada (100
mM), indujo una menor proliferacién celular y un menor
desarrollo de sus procesos, como demuestran las imagenes
morfolégicas ¥y el menor contenido y sintesis de las ma-
cromoléculas estudiadas (proteinas, ARN y ADN). Este
efecto fué mas marcado en las células expuestas a concen-
traciones mas altas de etanol.

Otros estudios "in vitro®” seffalan que el efecto del
alcohol sobre células en cultivo es muy variable, depen—
diendo del tipo de células y del tiempo de exposicién ¥
concentracién de etanol utilizadas. En general, a dosis
bajas se habia observado que el crecimiento celular asi
como la captacién de precursores y la sintesis de macro-
moléculas no se afectaba, o incluso se estimulaba lige-
ramente, mientras que a dosis superiores encontraron una
inhibicién mas o menos marcada [249].

Los mecanismos por los que se producen dichas inhi-
biciones no se conocen exactamente; sin embargo se ha
postulado que el etanol interfiere con los ribosomas in-
duciendo su disgregacién, por 1o que se produciria una
inhibicién en 1a sintesis de proteinas proporcional a 1la
concentracién de alcohol [200,213,2521. Con respecto a la
inhibicién de la sintesis de ADN, se ha postulado que el
etanol podria interferir con el <ciclo celular de las
células cerebrales [10]l. De hecho, resultados de nuestro
laboratorio demuestran que el alcohol "in vitro" sobre
los cultivos de astrocitos produce wuna acumulacién de
éstos en la fase G, del ciclo celular (datos obtenidos
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por citofluorimetria de flujo, no publicados).

En cuanto al efecto del etanol sobre las actividades
enzim&ticas ensayadas en los astrocitos hay que seffalar
que encontramos una disminucién general en los niveles de
dichas enzimas. Aunque los mecanismos por 1los que el
alcohol da lugar a dichas alteraciones tampoco estéan
claros, se han postulado algunas hipétesis basadas en
estudios realizados sobre l1a (Na*,K*)>ATPasa y que podrian
explicar dichos efectos en las enzimas ligadas a
membrana.

Asi, se sabe que el etanol interacciona con los
lipidos de las membranas celulares, alterando sus
propiedades fisico-quimicas. Puesto que, en general, las
enzimas de membrana dependen de forma importante de 1los
lipidos de su microentorno, una alteracién de éstos puede
producir una modificacién de las proteinas y por tanto
una alteracién en sus propiedades cataliticas. De hecho,
aunque no existen trabajos en los que se haya estudiado
el efecto del etancl sobre enzimas ligadas a membrana
plasmitica de astrocitos, estudios en nuestro laboratorio
en membranas sindpticas de animales pre y postnatalmente
expuestos al alcohol han demostrado una disminucién de
los niveles de actividad de enzimas ((Na*,K*>ATPasa,
Ca**ATPasa y S‘nucleotidasa) junto con una alteracién en
las interacciones lipido-proteina [76].

Al mismo tiempo, una segunda posibilidad es que el
etanol interaccione directamente con la proteina, indu-
ciendo una inactivacién de ésta. De hecho se sabe que el
etanol "in vitro®” inhibe 1la actividad de 1a (Na*,K*)>-
ATPasa ¥y que una pequefia parte de dicha inhibicién es
debida a una interaccién directa del alcohol con la pro-
teina [148].

Estos mecanismos podrian estar implicados en la
menor actividad especifica de 1las enzimas de membrana
estudiadas en las células expuestas al etanol. Ademas hay
que considerar que dichas células moastraron un menor
desarrollc de sus procesos, lo que probablemente
conllevaria una menor cantidad total de enzimas ligadas a
éstos.

Finalmente hay que sefialar que, aunque algunos auto-
res han demostrado que células de estirpe glial son capa-
ces de metabolizar el etanol, a través de mecanismos de-
pendientes [147]1 o independientes de 1a alcohol deshi-
drogenasa (ADH) [278]1, en nuestras condiciones no encon-
tramos actividad ADH, asi como tampoco detectamos acetal-
dehido en 1los <cultivos. Esto parece demostrar que las
células no son capaces de metabolizar el alcohol, ¥ por
tanto los efectos téxicos que observamos se deben a 1la
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accién directa del etanol ¥y no a la del acetaldehido,
como parece ocurrir en otras circunstancias.

2.3. ASTROCITOS PRENATALMENTE EXPUESTOS AL ALCOHOL.

Los cultivos de astrocitos obtenidos de fetos de
rata prenatalmente expuestos al alcohol mostraron un
crecimiento ¥y una diferenciacién alterados con respecto a
las células obtenidas de fetos controles, a pesar de que
la supervivencia ¥y la pureza de los cultivos eran simi-
lares a las controles. Asi, la maduracién morfolégica de
estos astrocitos presentaba un considerable retraso con
respecto a los controles, ya que al final del cultivo
existia un porcentaje mayor de células inmaduras, de mor-—
fologia mas poligonal y con menor desarrcollo de los pro-—-
cesos (datos no presentados). Ademds, tanto el contenido
de proteina y ADN como 1la sintesis de las macromoléculas
estudiadas (proteina, ARN y ADN) era menor en estas célu-
las, tanto las que crecieron "in vitro" en ausencia como
en presencia (25 mM) de etanol, 1o que coincide con otros
estudios realizados en diferentes sistemas celulares
(48,172,2001].

Por otra parte, 1los niveles de actividad de las
enzimas estudiadas, unidas o no a las membranas plasmi-
ticas, en general mostraron disminuciones que fueron mas
marcadas en las células expuestas al alcohol "in vitro".

Estos resultados parecen indicar que las células
obtenidas de cerebros de fetos expuestos al alcohol esta-
rian “"daffadas" en su origen por su exposicién a este
téxico, puesto que no son capaces de proltiferar ni de di-
ferenciarse al ritmo que 1o hacen las obtenidas de fetos
controles, ni siquiera las que no se les affadié el etanol
“in vitro".

La explicacién de estos resultados en términos bio-
légicos resulta dificil, pudiéndose postular diversos me-
canismos:

19) Puesto que tanto el cerebro como los distintos teji-
dos fetales estin expuestos durante su desarrollo
prenatal y de una forma constante a niveles de etanol
similares a 1os presentes en la sangre materna [7,77,
83,2191, este podria afectar "in vivo" a las células
precursoras de los astrocitos, dificultando su pos-
terior crecimiento "in vitro". Esta alteracién podria
ejercerse en distintos puntos de 1a célula, siendo un
candidato importante, entre otros, el genoma. Aunque
el etanol "per se" no parece ser mutagénico, sin em-
bargo el acetaldehido es altamente citotéxico,
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mutagénico ¥ teratogénico [172,281,2621, induciendo
la aparicién de cromosomas anormales, roturas del ADN
y entrecruzamiento de sus cadenas [172]. De hecho se
ha demostrado que el cerebro fetal y por tanto dichas
células precursoras estarian expuestas "in vivo" al
acetaldehido producido por el metabolismo materno
[77,83,2191.

29) Debido a que el etanol altera el transporte placen-
tario de metabolitos [62,236]1, aunque la ingesta ma-
terna de nutrientes y de calorias de las ratas con-
troles fué la misma que la de las que consumian la
dieta alcohélica, no podemos asegurar que los fetos
de madres alcohélicas recibian 1os mismos nutrientes.
Por tanto esta posible disminucién de factores tré6fi-
cos también podia afectar la diferenciacién de las
células precursoras de los astrocitos [90].

32) La exposicién al alcohol altera los niveles de varias
hormonas que desempefian un papel muy importante en el
crecimiento general de 1los tejidos [57,82,185,186,
2531, pudiendo por tanto alterarse el desarrollo ce-
rebral. Ademi&s, los propios astrocitos 1liberan un
factor similar al de crecimiento nervioso [23] por lo
que, al estar su desarrollo disminuido, no estimula-
ria el de otros componentes del sistema nervioso.

2.4. REPERCUSION SOBRE EL SINDROME ALCOHOLICO FETAL.

Hay que considerar que 1los resultados que se obtie-
nen en estudios "in vitro®™ no se pueden extrapolar, o hay
que hacerlo con cautela, al animal vivo y mas ain al ser
humano. Sin embargo pensamos que se podrian destacar
algunas conclusiones de los resultados obtenidos con los
cultivos de astrocitos, por su posible papel en la pato-
genia de las alteraciones encontradas en el sistema ner-
vioso central (S.N.C.> de 1los niffos con sindrome alcohé-
lico fetal.

Se han propuesto [188,217] una serie de mecanismos
que intentan explicar las diferentes afecciones que se
encuentras en el S.N.C. de niffos expuestos prenatalmente
al alcohol, basadas principalmente en el periodo al que
han sido expuestos:

12> Durante 1los primeros dias de vida intrauterina el
alcohol y el acetaldehido pueden actuar como agentes
citotéxicos y mutagénicos, causando la muerte celular
directamente, aberraciones cromosémicas letales que
producirdn la muerte en un espacio de tiempo mas o
menos largo, o tal wvez alteraciones cromosémicas no
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letales, que dificultarian la maduracién celular. De
hecho se ha comprobado que tanto las mujeres [2435]
como las ratas [223,224] que consumian crénicamente
alcohol presentaban un porcentaje de abortos esponts-
neos tempranos o de reabsorciones, respectivamente,
muy superior a la media, aunque hay discrepancias
sobre la aparicién o no de alteraciones cromosémicas
[26,171]. Sin embargo la afectacién no letal podria
explicar, Jjunto con otros mecanismos, los resul tados
obtenidos con células procedentes de fetos de madres
alcohélicas.

Durante el 22 trimestre de gestacién en humanos, 1lo
que equivale a los dias %11 a 21 en la rata, se puede
producir muerte celular y anomalias en la migracién
de células nerviosas. De hecho se han encontrado age-
nesias regionales, heterotopias y desorganizacién de
la estructura tisular, microcefalia por pérdida ce-
lular, etc. [36,105,176,280). Puesto que los procesos
gliales constituyen la base para la migracién de las
neuronas, cualquier alteracién en 1la maduracién de
las células radiales gliales (precursoras de astroci-
tos [191,192]1) conllevaria a una alteracidén de la mi-
gracién neuronal. Nuestros resul tados morfolégicos e
inmunocitoquimicos apoyarian este mecanismo ya que
hemos observado un importante retraso en la capacidad
de maduracién de las células prenatalmente expuestas
al etanol.

A partir de la mitad del 22 trimestre de gestacién ¥
hasta final del 292 afio de vida en humanos, o del dia
17-18 de gestacién hasta el =x232 dia postnatal en
ratas, se produciria un retrasoc en el desarrollo y en
la migracién celular asi como alteracién en el esta-
blecimiento de conexiones (como glia—-neurona, glia-
vasos sanguineos, etc), que darian 1lugar a disfun-
ciones en el comportamiento y déficits neuroldégicos.
Nuestros resultados parecen coincidir con esta hipé-
tesis ya que los astrocitos expuestos al alcchol "in
vitro®", obtenidos tanto de cerebros de fetos contro-
les como expuestos al alcohol, presentan un desarro-
1lo general disminuido o retrasado. Adem&s encontra-
mos una disminucién tanto en el contenidoc como en 1la
sintesis de macromoléculas. Estid generalmente acepta-
do que dichos compuestos, como son las proteinas y
los &cidos nucleicos, desempefian un papel importante
en las funciones de memoria, aprendizaje, evocacién,
retencién e incluso inteligencia [200]; por tanto es
razonable pensar que la disminucién observada de
dichas macromoléculas en las células expuestas al
alcohol (especialmente 1las expuestas "in wvivo")
pueden ser en parte responsables de la alteracién de
dichas funciones cerebrales.
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Adem&s de los astrocitos, podrian estar afectadas
otros tipos de células nerviosas, como parece indicarlo
los estudios sobre biopsias Yy necropsias [34,174,2801].
Nosotros estamos iniciando cultivos primarios de neuronas
de rata, y resultados preliminares parecen indicar que
también se afecta su crecimiento y diferenciacién por la
exposicién al alcohol, 1o que pensamos que puede tener
una trascendencia muy significativa en 1la extrapolacién
atl sindrome alcohélico fetal.
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I- EFECTO DE LA EXPOSOCION AL ALCOHOL SOBRE LOS HEPATOCITOS

13-

DE RATAS FETALES Y NEONATALES

Partiendo de higados de ratas fetales y neonatales se ha
conseqguido un buen aislamiento de hepatocitos, con un
alto grado de recuperacién y viabilidad.

Tras la incorporacién de H-leucina en hepatocitos ais-
lados de fetos prenatalmente expuestos al alcohol se ob-
servaron dos efectos con respecto a los controles:

a) Una 1ligera disminucién en la incorporacién de dicho
amino&cido en los hepatocitos, Jjunto con una reten-
cién de las proteinas sintetizadas, que es m&s evi-
dente a largos tiempos de desmarca.

b) Mediante técnicas autorradiogridficas se ha demostra-
do que dicha retencién de proteinas tiene lugar en
el reticulo endopld&smico rugoso asi como en el apa-
rato de Golgi, observindose un retraso en su proce-
samiento hacia sus lugares de destino.

Estos resultados parecen indicar que la exposicién al
alcohol produce una disminucién en la sintesis y proce-
samiento de las proteina.

Para estudiar el proceso de glicosilacién de proteinas
se incorporé 3*H-manosa y ®H-galactosa en hepatocitos
aislados de ratas controles. El estudio autorradiografi-
co mostré:

a) La H-manosa, que se incorpora en la fase inicial de
dicho proceso, dié una acumulacién inicial de marcas
en el reticulo endoplasmico rugoso. Posteriormente
estas proteinas marcadas se localizaron en el apara-
to de Golgi y finalmente en 1a periferia celular.

b> La H-galactosa, azicar que se incorpora en las ul-
timas fases del proceso de glicosilacién, dio ini-
cialmente una abundancia de proteinas marcadas en el
aparato de Golgi que disminuyeron con el tiempo,
apareciendo éstas finalmente en la periferia celu-
lar.

Durante 1la incorporacién de *H-manosa y "H-galactosa en
hepatocitos aislados de fetos expuestos al alcohol se
observé un retraso en la desaparicién de marcas, tanto
en el reticulo endoplasmico rugoso como en el aparato de
Golgi, Junto con un menor nimero de éstas en la peri-
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feria celular en los Gltimos tiempos de desmarca. Estos
resul tados suqgieren que la exposicién prenatal al alco-
hol altera la glicosilacién y transporte de glicoprotei-
nas, principalmente durante su procesamiento en el apa-
rato de Golgi.

52~ La separacién de las diferentes subpoblaciones de hepa-—
tocitos de ratas neonatales mediante un gradiente dis-
continuo de densidad, dioc 1lugar a 1la obtencién de 7
fracciones celulares. De todas estas <fraccciones, 1los
resul tados obtenidos por diferentes procedimientos fue-
ron:

a) Las fracciones F2 y Fé mostraban caracteristicas
bioquimicas y ultraestructurales de hepatocitos de
la zona perivenosa y periportal, respectivamente.

b Las células de 1las fracciones F3 a F5 presentaban
caracteristicas de los hepatocitos de la zona inter-
medi a.

c) Las enzimas que intervienen en el metabolismo del
etanol, tales como alcohol deshidrogenasa y aldehido
deshidrogenasas, de alta ¥y baja Km., se localizan
principalmente en 1a fraccién F2 o hepatocitos de la
zona perivenosa, 1o que coincide con 1la localizacién
de otras enzimas que catalizan la biotransformacién
de xenobiéticos.

63— En la separacién de hepatocitos de animales expuestos al
alcochol se observé:

a) Al igual que en 1los controles, las fracciones F2 y
Fé obtenidas a partir de dichos higados mostraban
las caracteristicas generales bioquimicas y morfolé-
gicas propias de los hepatocitos perivenosos y peri-
portales, respectivamente.

b) La aparicién de unos hepatocitos de morfologia anor-
mal, que hemos denominado "células densas”". Estos
hepatoci tos aparecen principalmente en las fraccio-
nes intermedias.

c) Un efecto selectivo sobre orgénulos celulares depen-—
diendo de la localizacién intraacinar de los hepato-
citos.

d)> En la zona perivenosa, los orgé&nulos celulares mas
afectados fueron 1las mitocondrias y el aparato de
Golgi, resultados que coinciden con las alteraciones
ma&s marcadas que se observan en higados "in situ™ de
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animales prenatalmente expuestos al alcohol.

e) Las actividades de enzimas marcadoré¢as de zona tam-
bién parecen indicar que los hepatocitos de 1a zona
perivenosa son m&s susceptibles a la accién téxica
del etanol.

Estos resultados indican que, al igual que en higado
adulto, 1a toxicidad del alcohol se inicia ¥y predomina
en la zona perivenosa del acino hepéatico.

EFECTO DEL ALCOHOL SOBRE ASTROCITOS EN CULTIVO PRIMARIO.

Partiendo de corteza cerebral de fetos de rata a térmi-
no, hemos obtenido unos cultivos primarios de astrocitos
que presentaron:

a) Una alta supervivencia y baja contaminacién de otros
tipos celulares; estos dltimos datos se comprobaron
mediante el marcado de la proteina fibrilar acida de
la glia, marcadora de astrocitos.

b)> La morfologia de estas células al inicio del cultivo
era la poligonal caracteristica de astroblastos, ad-
quiriendo posteriormente la forma estrellada propia
de astrocitos diferenciados o maduros.

En los cultivos celulares procedentes de ratas controles
se observé:

a) Una curva de crecimiento similar a las descritas "in
vivo". Los valores referidos al contenido y sintesis
de proteinas, ARN y ADN indican que existe un creci-
miento exponencial durante los primeros dias de cul-
tivo al que sique una fase de escasa divisién celu-
lar que corresponderia a la diferenciacién morfolé—
gica.

b> El1 patrén de actividad de glutamina sintetasa, bu-
tilcolinesterasa y glutamico deshidrogenasa coinci-
dié con la proliferacién celular, aumentando dichos
niveles durante la primera semana y disminuyendo o
permaneciendo sin variacién en fases posteriores del
cultivo.

c) E1 aumento de los niveles de actividad de las enzi-
mas ligadas a membrana plasmatica coincidié con la
fase de diferenciacién celular, que se manifiesta
morfolégicamente con la aparicién y formacién de
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procesos y establegimiento de conexiones celulares.

98- Los cultivos de astrocitos procedentes de cerebros de

113~

fetos controles que crecieron "in vitro” en presencia de
alcohol a bajas dosis (25 mM), mostraron:

a) Un menor crecimiento general, tal como se demuestra
por 1los niveles de contenido ¥ de sintesis de las
macromoléculas mencionadas anteriormente.

b) Un retraso en 1la diferenciacién celular, demostrado
por una disminucién en los niveles de actividad de
las enzimas ligadas a membranas plasma&ticas. Esto
coincide con un menor desarrollo morfolégico de sus
procesos.

Dichas alteraciones fueron m&s marcadas cuando lta con-
centracién de etanol en el medio fué mayor (100 mM).

Los astrocitos obtenidos de cerebros de fetos expuestos
prenatalmente al alcohol ¥y cultivados en ausencia de
éste, mostraron marcadas disminuciones tanto en el
contenido y sintesis de ADN y proteinas como en 1los
niveles de actividad de las enzimas estudiadas.

Estaos resultados indican que tanto el crecimiento como
la diferenciacién celular estan afectados en su origen,
es decir que las células precursoras de los astrocitos

estarian dafMadas por su exposicién prenatal al alcohol.
Las alteraciones observadas en estos cultivos son més
notables si ademds estas células crecen "in wvitro® en
presencia de etanol (25 mM).

Finalmente, puesto que 1los astrocitos desempeffan un
papel fundamental en los procesos de migracién neuronal,
establecimiento de conexiones glia—-neurona, regulacién
del microambiente neuronal, etc., todas las alteraciones
inducidas por el etanol sobre estas células, tanto "in
vivo" como "in vitro", podrian alterar dichos procesos y
constituir uno de los mecanismo implicados en las alte-
raciones del sistema nervioso central descritas en el
sindrome alcohélico fetal.
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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 exposicibn prenatal al alcohol causa una serie de alteraciones que cons-
tituyen el Sindrome Alcohélico Fetal (SAF). Debido a la obvia dificultad que re-
presenta trabajar en humanos se ha tratado de reproducir dicho sindrome en ani-
males experimentales.

En nuestro laboratorio desarrollamos un modelo que reproduce, en la rata,
gran parte de las alteraciones que se observan en nifios con SAF, entre las que
destaca un menor crecimiento cerebral con retraso en el desarrollo de las célu-
las nerviosas. Ademis, observamos alteraciones en la estructura y funciones de
los hepatocitos, alteraciones hormonales, etc. Basdndonos en las alteraciones
observadas en dichos animales, y debido é la dificultad de esclarecer "in vivo"
los mecanismos basicos de actuacidén del alcohol, pretendimos estudiar.su efecto
sobre células aisladas de higado y cerebro de animales en desarrollo, puesto que

es en estos Organos donde encontramos las alteraciones mds 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 sintesis y glicosilacién de proteinas, por métodos bioquimicos
y autorradiograficos. Al mismo tiempo, debido a la existencia de una toxicidad
selectiva del alcohol en hepatocitos de diferentes zonas del acino hepético,
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 neoﬁatales 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 disminucién de la sintesis de proteinas junto con una alteracibén en el pro-
ceso de glicosilacién de éstas. FEn cuanto a la separacibén de hepatocitos en sub-
poblaciones, dos de éstas presentaban caracteristicas bioquimicas y morfolégicas

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



puestas al alcohdl mostraron alteraciones mds marcadas (tanto bioquimicas 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 desémpeﬁan tanto en el cerebro adulto como durante su desarrollo.

Los objetivos han sido caracterizar estos cultivos mediante la evaluacidn
de la proliferacibén y diferenciacidén de dichas células, cuantificando el conte-
nido y sintesis de macromoléculas (ADN, ARN y proteina), actividades de enzimas
marcadoras y ligadas a membranas, y morfologia de las células en cultivo. Los
astrocitos se obtuvieron de fetos de rata expuestos prenatalmente al alcohol,
asi como de sus correspondientes controles. Ademds se ha estudiado el efecto del
alcohol "in vitro" sobre el crecimiento y maduracién de las células de ambas
procedencias.

Se ha obtenido unos cultivos de astrocitos con un crecimiento y diferencia-
cién semejantes a los descritos previamente, con un alto grado de ;iabilidad y
pureza (medido mediante la presencia de la proteina fibrilar &4cida de la glia,

' determindé una dis-

marcadora de astrocitos). La presencia de alcohol "in vitro'
minucién del contenido y sintesis de las macromoléculas estudiadas, a lo largo
de todo el tiempo del cultivo (3-4 semanas); también se observd una disminucién
en la actividad de enzimas marcadoras de astrocitos asi como de las ligadas a
la membrana plasmatica. Las células procedentes de fetos expuestos al alcohol
y cultivadas en ausenéia de este tbxico, presentaron una disminucién del conte-
nido y sintesis de dichaé macromoléculas, asi como de las actividades enzimiti-
cas estudiadas. Dichas disminuciones fueron mas evidentes cuando estos astroci-
tos crecieron "in vitro" en presencia de alcohol.

Estos resultados pueden esclarecer algunos de los mecanismos bisicos impli-

cados tanto en las disfunciones cerebrales como en la toxicidad hepatica que se

observan en el Sindrome Alcohdlico Fetal.



