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RESUMEN

El higado puede contener grasa y mantener su funcionanuau, uiversas iesiviies
también pueden aumentar la infiltracion de grasa que conduce a enfermedades del
higado graso de origen no alcohdlico (EHGNA). La acumulacion de grasa en el
higado puede ser inducida por una dieta hipercolesterolémica, el colesterol es
importante porque promueve la sensibilizacion de los estimulos citotoxicos.

En los mamiferos, el higado tiene la capacidad de sintetizar colinesterasas (ChE) y
es la fuente de butirilcolinesterasa que circula en el plasma. El ChE son
glicoproteinas que tienen mdultiples sitios para la N-glicosllacion. La adicion y / o
reordenamiento de los azucares es un proceso importante en la estructura
tridimensional y las capacidades funcionales de las ChE.

Objetivo

El propdsito de este estudio fue estimar la actividad acetil y butirilcolinesterasa y su
glicosilacion en la enfermedad de higado graso no alcohdlico en ratones alimentados
con una dieta alta en colesterol.

Resultados

Una dieta alta en colesterol provoca un aumento en el colesterol y una disminucion
en el contenido de triacilglicerol en plasma. La actividad especifica de la
acetilcolinesterasa es mayor en los ratones hipercolesterolémicos (HC) en
comparacion con los ratones control. La actividad especifica de BChE en ratones
hipercolesterolémicos son significativamente mas bajos en comparacion con los

valores estimados en el higado de ratones control.



El perfil de glicosilacion de las colinesterasas se realizo con lectinas de diferentes
especificidad en el higado,el cual fue modificado por la dieta hipercolesterolémica.
Conclusion

La infiltracion grasa del higado causa una alteracién en la actividad y / o la estructura
de ambos colinesterasas, siendo AChE el mas alterad. La alteracion estructural-
funcional podria estar asociado con el procesamiento post-traduccional anormal.
Para BChE, disminucion del nivel de actividad sugiere una asociacion con el
sindrome metabdlico, la diabetes, la hipertension, la hiperlipidemia y / o esteatosis

hepatica



ABSTRACT

The liver may contain fat and maintain their functionality; various injuries can also
increase fat infiltration leading to fatty liver diseases of non-alcoholic origin (NAFLD).
Fat liver accumulation can be induced by a hypercholesterolemic diet, cholesterol is
important because it promotes awareness of cytotoxic stimuli.

In mammals, the liver has the ability to synthesize cholinesterases (ChEs) and is the
source of butyrylcholinesterase circulating in the plasma.

The ChEs are glycoproteins having multiple sites for N-glicosylation. The addition and
/ or rearrangement of sugars is an important process in the three dimensional
structure and functional capabilities of ChEs

Objective

The purpose of this study was to estimate the acetyl- and butyrylcholinesterase
activities and its glycosylation in non-alcoholic fatty liver disease in mice

Results

A high cholesterol diet cause an increase in cholesterol and a decrease in plasma
triacylglycerol content

Specific activity of acetylcholinesterase is higher in hypercholesterolemic (HC) mice
compared to control mice livers

Specific activity of butyrylcholinesterase in hypercholesterolemic mice is significantly
lower compared to values estimated in control mice livers.

Glycosylation profile from liver cholinesterases with different lectins specificity is
modified by hypercholesterolemic diet, and did not show a time-dependent behavior.

Conclusion



Fat liver infiltration causes an alteration in the activity and/or structure of both
cholinesterases, being AChE the most altered. The structural-functional alteration
could be associated to abnormal post-translational processing. For BChE, activity
level decreases suggest an association with metabolic syndrome, diabetes,

hypertension, hyperlipidemia and/or hepatic steatosis.
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1. INTRODUCCION

la. Estructura del higado en el ratén

El higado del ratén pesa aproximadamente 2g, se extiende por toda la regién sub-
diafragmatica y se divide en cuatro I6bulos principales: I6bulo caudal (situado dorsal
y ventral al es6fago), I6bulo lateral (dividido horizontalmente en porciones anterior y
posterior), I6bulo medio (subdividido en porciones de izquierda y derecha), y el I6bulo
lateral izquierdo (Hedrich y Bullock, 2004), El I6bulo lateral derecho tiene un septo
transversal que lo divide en dos. El I6bulo medio se localiza mas ventralmente y es el
I6bulo mas prominente de la cavidad abdominal, es visto generalmente, desde el
aspecto ventral. Sus dos alas piriformes conectadas por un estrecho istmo central
estan presentes bajo el I6bulo medio, y éstos producen el saco ventral de la vesicula
biliar. El 16bulo izquierdo es el mas grande y es un sitio frecuente de muestreo para
histologia. El 16bulo caudado es pequeiio y tiene dos segmentos distintos en forma

de oreja (Figura 1) (Martins and P. Neuhaus, 2007).

Se han realizado multiples investigaciones sobre la organizacién y constituyentes
celulares del higado en los mamiferos, algunas de ellas en el higado humano, y con

una importancia sobresaliente en los animales de experimentacion. (Sarema. 2006).

En las especies estudiadas se ha demostrado que el higado estd compuesto de
diferentes poblaciones celulares, que incluyen: las células del parénquima, los
hepatocitos, y una variedad de células no parenquimatosas residentes, como una

poblacién de macrofagos denominados células de Kupffer, células almacenadoras de

15



grasa conocidas como células Ito o estelares y (Wake., 2004; Kawada, 1992) células

endoteliales.

1. Salivary Gland

2. Rib Cage

3. Diaphram

4. Liver

5. Intestines

6. Bulbourethral Gland

7. Testicle with Epididymis

Cardiac region
of stomach

Pyloric region
of stomach
Spleen

Figura 1. La localizacion y la estructura anatomica del higado en
el raton. Lado lzquierdo: se muestra la disposicion anatomica del
higado en la region abdominal del raton. Lado derecho: se muestra la
distribucién de los I6bulos en el higado de raton.

Los ratones se han utilizado en varios estudios para resolver preguntas sobre la
estructura y funcion del higado. Se han empleado los analisis de cortes histologicos
de higado de ratén tefiidos con hematoxilina-eosina (H-E) donde se ha podido
resaltar que los patrones de distribucion tisular de tipos los celulares especificos, son

similares a los informados en otras especies de mamiferos (Kawada, 1992; Wake,

2004; Sarema, 2006).

En los andlisis histologicos de higado de ratdén, se ha logrado evidenciar una
estructura lobular hepatica. Se ha observado que las areas portales muestran
elementos de una triada hepatica, esto es uno o mas pequefias ramificaciones

pequefas de la vena porta, una ramificaciébn de la vena hepética y un pequefio
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conducto biliar, con vasos linfaticos y un bajo contenido de tejido conectivo (Figura

2).

Figura 2. Los componentes celulares en el higado de raton. A:
Imagen de un corte tefiido con H-E en campo brillante, donde se
muestra la arquitectura de higado normal y los componentes de los
I6bulos en el higado, con area portal y vénula central. B:
Amplificacion de corte tefiido con H-E. C: Imagen de campo brillante
muestra perfiles en un area portal, incluyendo la rama de la vena porta
(pv), rama de la arteria hepatica (ha) y un ducto pequefio biliar (bd). D:
Inmunolocalizacion de albumina en los hepatocitos, reflejando una
distribucién perinuclear (flechas blancas). E: Inmunolocalizacion del
antigeno  F4-80 en supuestas células de Kupffer. F:
Inmunolocalizacion de GFAP para células Ito. G: Marcaje fluorescente
con lectina de tomate para detectar a las células endoteliales de los
capilares sinusoidales. CV: vénula central; PA: area portal; PV: portal
vénula. Barra de calibracion en 'A' = 100 pum; bar en 'C' = 25um; bar
en 'G' = 50 um para 'B' y habia ' — 'G". (Imagen tomada de Baratta et
al., 2009).
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La presencia de vénulas centrales a lo largo de las areas portales proporcionan una
evidencia de una estructura lobular. Las células hepaticas estan arregladas en placas
o cordones, y se observan radiando desde las regiones de las vénulas centrales
(Figura. 2A, 2B, 2D) y se extienden hacia las areas portales. Los cordones celulares
estan separados por los capilares sinusoidales (Figura 2G). El tejido hepatico
procesado con H-E ha revelado ndcleos de formas variadas. Muchas células

muestran nucleos redondos grandes a ligeramente ovales.

El higado posee la capacidad de sinterizar una gran cantidad de proteinas de
secrecion que participan en una amplia variedad de funciones. En los hepatocitos, el
RER se encarga de la sintesis de albumina, fibrinbgeno y diversas proteinas
mediadoras de reacciones inflamatorias y de la coagulacién sanguinea. En el RE se
da el depodsito de glucogeno, conjugacion de bilirrubina, esterificacion de acidos
grasos, glucogenolisis, sintesis de colesterol y de acidos biliares, metabolismo de
lipidos y de sustancias liposolubles, de esteroides y de farmacos como barbituricos,

alcohol y tabaco (Baratta et al., 2009).

El Complejo de Golgi realiza el transporte de lipidos hacia el plasma, tiene actividad
fosfatasa &cida catabdlica, participa en el procesamiento post-traduccional de
glicoproteinas y promueve la adicion de carbohidratos a las lipoproteinas. Los
lisosomas presentan actividad de la fosfatasa acida, ademas de poseer algunas
decenas de enzimas hidroliticas responsables del catabolismo de cuerpos extrafos,
elementos sanguineos envejecidos y depositar hierro. Los peroxisomas metabolizan

las purinas, los lipidos, el alcohol y el perdoxido de hidrogeno, participan en la
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gluconeogenesis, en la B-oxidacion de los acidos grasos de cadena larga. Baratta et
al., 2009)

Los macrofagos derivados de monocitos se encuentran en practicamente todos los
organos y tejidos de los mamiferos y comprenden el sistema reticulo-endotelial
difuso. En el higado, estos macréfagos se denominan células de Kupffer descritas
por Von Kupffer (1898). Aunque originalmente, estas células fagociticas
probablemente se confundieron con las células estelares, que mas tarde serian
identificadas por Ito (1973), estudios posteriores demostraron que las células de
Kupffer pueden ser identificadas por su capacidad de fagocitar sustancias
trazadoras, incluyendo carbon activado, tinta de la India o microesferas de latex, y

también por su inmunoreactividad al anticuerpo F4-80.

Las células de Kupffer cumplen las funciones inmunes de fagocitosis de agentes
infecciosos y células tumorales, poseen la capacidad de sintetizar citocinas,

eicosanoides y derivados reactivos de oxigeno (Baratta et al., 2009).

Las células estelares Ito son almacenadoras de grasa en el higado, como
identificadora especifica se ha empleado la inmunoreactividad a proteina acida

fibrilar glial (GFAP) (Friedman, 2008).

En el higado de ratdn, las estimaciones cuantitativas de éste tipo celular, indican que
representan entre 10-12% de las poblaciones célulares (Baratta et al., 2009), no
muestran una distribucibn homogénea en el higado, un patrén consistente entre las

regiones peri-portal y peri-central. A pesar de que De Bleser y colaboradores (1991),
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informaron que en el higado de rata, las células estelares se encuentran mas

frecuentemente distribuidas en las zonas peri-portal que en las zonas peri-central.

Entre las funciones que realizan las células estelares estan; el depdsito de grasa vy,
principalmente de vitamina A, siendo el principal almacenador de esta vitamina.
Poseen la capacidad de sintetizar y modular la degradacion de la matriz extracelular,
produciendo colageno, glicoproteinas y proteoglicanos. Ademas de regular el flujo
sanguineo sinusoidal por su capacidad contractil en respuesta a diversos agentes

como tromboxano A2, prostaglandinas F2, sustancia P y endotelinas 113.

Adicionalmente, las células endoteliales se han podido identificar estructuralmente
por presentar nucleos pequefios ovales, que se distinguen claramente de los nucleos
grandes y redondos que son caracteristicos de los hepatocitos. Ademas muestran
inmunoreactividad en la superficie celular al anticuerpo anti-CD-34, con una
distribucion tisular en la periferia de los capilares sinusoidales (Figura 3A). En
experimentos en los que a un ratdén se le ha inyectado microesferas de latex (0.03
MmM) marcadas con rodamina por via intravascular, y después se realizé analisis de
inmunolocalizacion, los cortes que se procesaron para inmunoreactividad anti-CD-34
se observdé que las microesferas de latex marcaron intensamente a las células

endoteliales (Figura 3B).
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Figura 3. Marcaje fluorescente especifico en células endoteliales en
higado de raton. A: El co-marcaje de inmunolocalizacion de
reactividad al anticuerpo anti-CD-34 (verde) y nucleo tefiido con DAPI
(azul). B: En la amplificacion se observe tincion del nucleo de
hepatocitos. Las flechas blancas sefialan células endoteliales que
muestran nlcleos pequefios y ovales tefiidos con DAPI y asociados con
el marcaje positivo para CD-34.

1b. Higado y sus funciones metabadlicas

Es un d6rgano de gran importancia, recibe directamente la sangre del intestino y
utiliza los nutrientes recién absorbidos para cumplir numerosas funciones
metabolicas como, descomponer las grasas y utilizarlas para fabricar colesterol y
bilis. Ademas, en el higado se fabrican muchas de las proteinas del organismo. Este
organo también participa en la elaboracion de ciertas vitaminas, almacena energia en
forma de glucégeno y actlia sobre numerosas sustancias téxicas. Puede decirse que
es el centro de tratamiento de residuos toxicos del organismo y por eso esta mas

expuesto a sufrir efectos nocivos (Frimmer y Ziegler, 1988).
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1c. Metabolismo hepatico de los carbohidratos

El higado es el principal responsable de la homeostasia de los carbohidratos,
consumiendo, almacenando y produciendo glucosa. Gracias a su situacion
anatomica, absorbe glucosa y hormonas intestinales y pancreaticas. Los
carbohidratos ingeridos en la dieta en forma de polisacaridos (almidén) o como
disacaridos (sacarosa, lactosa), se transforman bajo la accion de enzimas en
monosacaridos (glucosa, fructosa, galactosa, ribosa), llegan al higado por la vena
porta, siendo rapidamente absorbidos por los hepatocitos, cerca de 50% de la

ingesta, para ser metabolizados.

1d. Metabolismo hepéatico de las proteinas

Tras la alimentacion, el higado capta aminoacidos de la circulacion portal y a través
de transaminacion los recompone en proteinas estructurales y plasmaticas
(albumina, haptoglobinas, transferrina, ceruloplasminas, alfa, beta y gamma
globulinas y lipoproteinas). En la desaminacion, con formacion de acidos grasos y
carbohidratos, hay produccion energética a través del ciclo de Krebs o por

glucogénesis.

El higado es capaz de sintetizar aminoacidos no esenciales por seis vias, que utilizan
alfa-cetoacidos, para los cuales se transfiere un radical aminado durante la
transaminacion: oxaloacetato y a-cetoglutarato (ciclo de Krebs); piruvato, 3-

fosfoglicerato y fosfoenolpiruvato (glucdlisis) y ribosa 5 fosfato (pentosa fosfato).
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le. Metabolismo hepatico de los lipidos

Por otra parte, el higado es un 6rgano central en el metabolismo del colesterol
corporal el Unico 6rgano capaz de secretar hacia el medio externo, via secrecion
biliar cantidades significativas de colesterol, ya sea en forma libre o mediante una
conversion a sales biliares. Alteraciones en la regulacion de un balance metabdlico
llevan al desarrollo de enfermedades altamente prevalentes en nuestra poblacion. Un
importante componente del sindrome metabdlico es la hipertrigliceridemia (HTG)
asociada con valores bajos de colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (C-

HDL) es la dislipidemia la presentacion clinica mas frecuente.

1f. Colesterol y funciones bioldgicas

1f.1. Estructura y propiedades quimicas del colesterol

El colesterol es una molécula organica, que por las peculiaridades de su estructura
guimica hace posible que participe en funciones indispensables para la célula
eucarionte. Es una molécula anfipatica constituida por una region polar representada
por un grupo hidroxilo, y una regién hidrofébica comprendida por una cola formada
por el carbociclo ciclopentanofenantreno y los sustituyentes alifaticos (Figura 4).
Posee una baja solubilidad en agua (10® M), y una buena solubilidad en disolventes
organicos. Desde el punto de su conformacién, el colesterol es plano, hecho que le
permite intercalarse en las bicapas lipidicas de las membranas biolégicas modulando

la dinamica de la membrana (Maxfiel y Tabas, 2005).
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CH-CH2-CH2-CH2~TH-CH3
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COLESTEROL

Figura 4: La estructura quimica del colesterol. Se trata de una
molécula anfipatica, una region hidrofilica representada por el
hidroxilo, y una region hidrofébica, constituida por el
ciclopentanofenantreno y los sustituyentes alifaticos.

1f.2. Localizaciéon y funcion tisular del colesterol

El colesterol se encuentra ampliamente distribuido en los tejidos y en plasma
sanguineo de los vertebrados. El contenido de colesterol entre los 6rganos es
variable. No obstante, los tejidos que presentan un mayor contenido son el higado,
médula espinal, pancreas y cerebro. El colesterol cumple diversas funciones

biolégicas importantes como:

e Precursor de la vitamina D, que participa en la regulacién de los niveles

de calcio.

e Precursor de las hormonas sexuales: progesterona, estrogenos vy
testosterona

e Precursor de las hormonas corticoesteroides: cortisol y aldosterona
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e Precursor de las sales biliares, indispensables para la absorcion de

grasas en el intestino.

1f.3. Componente estructural de las membranas bioldgicas

El colesterol se localiza de manera heterogénea en la bicapa de una membrana
biolégica, aunque esta presente en una proporcion molar 1:100 con relaciéon a los
fosfolipidos (Maxfield y Wustner, 2002). En los organelos celulares, el colesterol es
abundante en el Complejo de Golgi, mientras que su contenido es bajo en reticulo

endoplasmico y mitocondrias.

De acuerdo a su disposicion en la estructura de las membranas bioldgicas, al ser una
molécula pequeiia, es capaz de ocupar los huecos entre las cadenas
hidrocarbonadas de los fosfolipidos facilitado por la region hidrofébica via enlaces de
tipo Van der Waals, y su region hidrofilica (el hidroxilo) interacciona con el medio
acuoso (Figura 5). En las membranas bioldgicas, el colesterol, se relacionan con un
aumento en la rigidez de la membrana, ya que los anillos de su estructura molecular
interacttan con las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos inmovilizandolas
parcialmente, ademas incrementa el orden de la bicapa lipidica dejando zonas mas
rigidas y otras mas flexibles previniendo la condensacion y cristalizacion de los
fosfolipidos, por lo que, es evidente que esta molécula regula algunas de las
propiedades de la membrana, las cuales son claves para que la célula pueda realizar

sus funciones.
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Se ha establecido que las membranas bioldgicas presentan estados de dinamica
moléculas, que han conducido a favorecer algunos modelos sobre la distribucion de
los componentes en la bicapa de una membrana, por ejemplo: El modelo del
‘mosaico fluido” (Singer, Nicolson. 1972), en el cual, los lipidos se disponen
formando un bicapa fosfolipidica, en la cual las cabezas hidrofilicas de los
fosfolipidos se ubican hacia el medio externo o hacia el citosol. Mientras, que las
colas hidrofébicas estan dispuestas en el interior. Las proteinas se intercalan en esa
bicapa de lipidos dependiendo de las interacciones con las regiones de la zona

lipidica.

COLESTEROLSY

Figura 5. La distribucion del colesterol en las membranas
bioldgicas de las células eucariontes. La proporcion de colesterol es
elevada, aproximadamente en relaciéon 1:100 por molécula de
fosfolipido.

En otro modelo molecular, esta representado por las llamadas: “balsas lipidicas” (lipid
rafts), las cuales son dominios moleculares de la membrana plasméatica, que

consisten de asociaciones estables entre los esfingolipidos y el colesterol, por ello,
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estos grupos forman una fase lipidica mas densa que los fosfolipidos, y asi
constituyen zonas especiales de la membrana plasmatica que funcionan como
"balsas" que flotan entre el conjunto de los demas lipidos, estas balsas intervienen
en gran numero de funciones celulares, como pueden ser la respuesta a la invasion
de patégenos, la homeostasis del colesterol, angiogénesis, transduccion de sefiales,

entre otras.

Estas balsas lipidicas miden aproximadamente 70nm de didmetro y son muy
diversas y dinamicas en cuanto a composicion, ya que tienen asociadas proteinas de
membrana que les confieren distintas propiedades y funciones (Simons y Ehehalt,
2002). Como se ha sefalado, ademas de la membrana plasmatica, el colesterol se
encuentra en organelos membranosos, como en el reticulo endoplasmico, en el
complejo de Golgi, en los lisosomas y en menor proporcion en las membranas de las

mitocondrias (Colell et al., 2003).

1f.4 Regulacion, sintesis y transporte de colesterol

El organismo puede obtener el colesterol de dos vias diferentes:

» Via Exdgena: La cual se refiere a la absorcién del colesterol que se ingiere
junto con los alimentos de origen animal.
» Via Endogena: Que es el mecanismo mediante el cual el cuerpo sintetiza de

novo colesterol a partir de su precursor, la acetil CoA.
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En condiciones normales, estas vias interactlan entre si para mantener los niveles

de colesterol dentro de un rango especifico.

Via exdgena del colesterol

El colesterol, que se encuentra presente en los alimentos de origen animal, es
incorporado al organismo por el proceso de digestion. Una vez que las células
epiteliales del tubo digestivo han absorbido los componentes lipidicos (Figura 6),
estos son transportados por medio de las lipoproteinas (Kruit et al., 2006), que son
complejos macromoleculares esféricos formados por un nucleo que contiene lipidos
apolares (colesterol esterificado y triglicéridos) y una capa externa polar de 2nm

formada a su vez por apoproteinas, fosfolipidos y colesterol libre (Figura 7).

> Colesterol ingerido

,__‘4;3% ) % = Colesterol

B Aci;:h':v gl:aso
G Acido graso Gra
i ibre ™ Masoulo corporal libre

oorporal

- Misculo

Figura 6: Representacion esquematica de la formacion de las
diferentes lipoproteinas (quilomicrones, VLDL, IDL, LDL y HDL) y
su incorporacion del colesterol de los alimentos hacia el organismo.
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Las apolipoproteinas que forman parte de una region hidrofilica de las lipoproteinas
tienen, entre otras funciones, la de la estabilizacion de las moléculas de lipidos como
triglicéridos, fosfolipidos, colesterol, en un entorno acuoso como es la sangre o la
linfa. Actlan como una especie de detergente y también sirven como indicadores del
tipo de lipoproteina de que se trata. Los receptores de lipoproteinas de la célula
pueden asi identificar a los diferentes tipos de lipoproteinas y dirigir y controlar su

metabolismo.

Apolipoproteinas

N

Fosfolipidos

Triglicéridos y
ésteres de colesterol

Colesterol

Figura 7: La estructura de una lipoproteina. Esta constituida de un
centro lipidico que contiene contenidos variables de triacilgliceroles,
acidos grasos libres, colesterol esterificado y colesterol no esterificado,
y una cubierta compuesta de fosfolipidos, colesterol polipoproteinas.

Las lipoproteinas se clasifican en diferentes grupos segun su densidad, a mayor
densidad mayor contenido en proteinas (a mayor didmetro, mayor contenido de

lipidos):

o Quilomicrones

o Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
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o Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL)

o Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

o Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Cada tipo de lipoproteina tiene una composicién y una proporcién caracteristicas de

apolipoproteinas (Figura 8).

R ¢ Clasificacion de las lipoprotreinas
»
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Quilomicron VLDL IDL LDL HDL
Lipoproteina  Lipoproteina Lipoproteina Lipoproteinas
de muy baja de densidad de baja de alta
densidad intermedia densidad densidad
70nm 40nm 20nm 10nm

Figura 8. Clasificacién de las diferentes lipoproteinas seglin su
densidad.

La grasa que se incorpora a la dieta (triglicéridos, acidos grasos libres y colesterol)
son transportados en primer lugar en forma de los quilomicrones, que son
sintetizados en las células epiteliales del intestino delgado (Figura 6 y 8) (Dietschy et
al, 1993). Estos son grandes particulas esféricas que recogen desde el intestino

delgado los triglicéridos, los fosfolipidos y el colesterol ingeridos en la dieta
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llevandolos hacia los tejidos a través del sistema linfatico (Figura 6). Estan
compuestos en un 90% por triglicéridos, 7% de fosfolipidos, 1% colesterol, y un 2%
de proteinas especializadas, llamadas apoproteinas. Al pasar por los capilares, las
lipoproteina lipasas (LPL) degradan parte de los triglicéridos, provocando un
enriguecimiento progresivo del porcentaje de colesterol en las lipoproteinas

remanentes, las cuales son captadas y degradadas por el higado.

Este 6rgano es el responsable de secretar a las VLDL para distribuir triglicéridos y
ésteres de colesterol por todo el organismo. A medida que las LPL, que se
encuentran en los tejidos, van hidrolizando los triglicéridos de las VLDL, estas se
hacen mas pequefas y mas densas y se enriquecen de colesterol hasta convertirse
en LDL (Figura 8). Las LDL se unen en los receptores de membrana, a traves de los
cuales son introducidas en la célula, ya en el interior, el colesterol puede der dirigido
a los diferentes organelos celulares, como son: la membrana plasmatica, el reticulo
endoplasmico, el Complejo de Golgi, etc., ademas estas lipoproteinas estan

relacionadas con enfermedades cardiacas.

El higado también sintetiza HDL, las cuales circulan por el organismo a través del
torrente sanguineo, recogen el exceso de colesterol desde los diferentes 6rganos y

es transportado al higado, esto es denominado “transporte reverso del colesterol”.

En este drgano, también tiene lugar la sintesis de las sales biliares, las cuales
emulsionan las grasas ingeridas en la dieta para facilitar su metabolismo y absorcion.

Estas sales biliares derivan del colesterol y se acumulan en la vesicula biliar hasta
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que el alimento llega al duodeno; entonces son liberadas al intestino para que
ejerzan su funcién sobre la grasa ingerida. Gran parte de estas sales biliares son
reabsorbidas por el higado (Grundy, 1983), pero un porcentaje importante es
secretado en las heces fecales, siendo esta la principal via de eliminacién del

colesterol del organismo.

Via endbgena del colesterol
El colesterol end6geno se sintetiza mayoritariamente en el higado, aunque también
otros tejidos pueden sintetizarlo, es sintetizado en el RE a través de la via del
mevalonato (Figura 9), esta sintesis incluye los siguientes pasos:

1- Transformacion del acetil CoA en mevalonato.

2- Transformacion del mevalonato a escualeno mediante reacciones sicesivas de

transferencia de grupos prenilo.

w
1

El escualeno se transforma en lanosterol.

4- El lanosterol se convierte en colesterol después de 19 reacciones sucesivas.

La enzima limitante y principal punto de control de esta via en la HMG-CoA

reductasa (Endo, 1992), la cual cataliza la conversiéon de HMG-CoA a mevalonato.
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Figura 9. Esquema que representa la via enddgena del metabolismo
del colesterol.

1f.5 Regulacion trascripcional de los niveles de colesterol

El RE, ademas de ser el organelo donde tiene lugar la sintesis de novo del colesterol

es el compartimento encargado de mantener la homeostasis celular de colesterol.

La sintesis de novo esta regulada por el colesterol presente en el RE de las células.

Los factores de trascripcion SREBPs (Sterol Regulatory Element Binding Proteins),

son los encargados de llevar a cabo este control. SREBP-2 activa los genes
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involucrados en la sintesis de colesterol mientras que SREBP-la y SREBP-1c
controlan la sintesis de acidos grasos. Estas son proteinas transmembranales que se
encuentran inactivas en el RE, en presencia de una concentracion determinada de
colesterol en la membrana del RE, las SREBPs se asocian con proteinas
reguladoras SCAP (SERBP-cleavage activating protein) (Figura 10). Al disminuir la
concentracion de colesterol en el RE el complejo SREBP-SCAP se disocia
permitiendo de SREBP migre hacia el aparato de Golgi donde es separada
secuencialmente por las proteinas S1P y S2P (Goldstein et al. 2006), esto da como
resultado la formacion del factor de transcripcion bHLH, el cual migra al nacleo de la
célula para unirse a los SER (Sterol Regulatory Elements, por sus siglas en inglés)
que son los genes “diana” del metabolismo del colesterol y de los acidos graso, los

cuales controlan su expresion.

1f.6 Transporte intracelular de colesterol

El colesterol, al ser un lipido e insoluble en agua, requiere de mecanismo especificos
para su transporte dentro y fuera de la célula, este movimiento del colesterol puede
seguir dos rutas, por ejemplo, puede incorporarse a las membranas de vesiculas
como lisosomas, endosomas, peroxisomas etc. para después fundirse con otras
membranas y pasar de un compartimiento celular a otro (Maxfield and Wustner,

2002).
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Figura 10: Esquema que representa el sistema regulador SCAP-
EREBP

Cuando, el colesterol, se sintetiza de novo es transportado por el RER a las caveolas
de la membrana plasmatica, este transporte es muy dindmico, pues se sabe que
renueva todo el colesterol de la membrana cada 45 min. (Lange et al, 1993), y es
dependiente de ATP, al parecer este no es el Unico mecanismo que permite el
transito de las vesiculas, ya que al ser blogueado el transito se mantiene, lo que
sugiere que existe otro mecanismo que realice la misma funcién (Soccio y Breslow,

2004).

Este segundo mecanismo de transporte se lleva a cabo por medio de proteinas con
dominios hidrofébicos capaces de unirse y solubilizar el colesterol, estas proteinas

son: StARD4, 5y 6, y estan relacionadas con StAR (Steroidogenic Acute Regulatory
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Protein), y se encuentran en la familia START (StAR-related lipid transfer). Por lo
tanto, la evidencia indica, que las proteinas de la familia START se unirdn a lipidos
insolubles, para ser transportados a través del citosol (Miller, 2007), se cree que
StARDA4 es la responsable de la entrega de colesterol procedente del RE y de otros
compartimentos subcelulares. Este transporte es especialmente importante en
aquellas células que secretan hormonas esteriodeas 0, como en el caso de los

hepatocitos sales biliares.

El colesterol por si solo es toxico para la célula, por lo tanto debe de almacenarse de
forma esterificada en forma de microvesiculas (Maxfield yTabas, 2005), el colesterol
tiene en su molécula un grupo alcohol -OH vy las proteinas tienen un grupo acido -
COOH. Cuando el colesterol en el cuerpo se presenta solo con su -OH libre sin
reaccionar, entonces el colesterol es libre. Si el colesterol forma un éster (por accion
de la enzima ACAT) con el grupo acido de una proteina entonces es un colesterol
esterificado. Depende del tipo de proteina (el tamafo y la densidad) al que se
encuentre esterificado el colesterol para determinar si es colesterol HDL o LDL. El

organelo que realiza esta esterificacion es el RER.

Sin embargo, en pacientes con higado graso no alcohdlico (HGNA), estos sistemas
son muy desorganizados. SREBPs actua como reguladores de los niveles de
colesterol hepatico y activan los genes implicados en la sintesis de acidos grasos y
colesterol libre (Golstein, 2006). SREBP proteina activadora de divisiéon (SCAP) tiene
un dominio de deteccién de colesterol que detecta los niveles de colesterol

intracelular y dirige la actividad de SREBPs. Fisiolégicamente, cuando los niveles de
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colesterol intracelular son bajos, SREBPs se translocan primero al Complejode Golgi
por SCAP y se someten a la escisidbn proteolitica. A continuacion, las formas
activadas de SREBP son liberadas y se dirigen al nucleo. Cuando los niveles de
colesterol intracelular son altos, la actividad SCAP y activacion SREBP se suprimen.
Sin embargo, en el contexto de higado graso no alcohdlico, el mecanismo de
regulacién de SREBP es perturbado, incluso si los niveles intracelulares de colesterol

y / 0 &cidos grasos son altos (Donohue, 2007).

En algunas investigaciones nutricionales, se ha sugerido que la dieta alta en grasa y
en carbohidratos y baja en proteinas o dietas altas en colesterol son las principales

causas de higado graso no alcohdlico (Musso et al., 2003)

1g Higado graso no alcohdlico

El higado graso no alcohdlico (HGNA o NAFDL, por sus siglas en inglés) fue descrito
en 1980 por Ludwig y colaboradores. Esta asociado con desérdenes metabdlicos de
los lipidos, incluyendo hipertrigliceridemia y/o hipercolesterolemia. A la fecha, en la
mayoria de los casos, el origen primario de esta patologia no esta totalmente
comprendido. Sin embargo, se considera que es una manifestacion hepatica del
sindrome metabdlico, que estd acompafiado por obesidad central, resistencia a la
insulina, dislipidemia y diabetes tipo 2. Algunas de las causas secundarias pueden
ser las nutricionales (por ejemplo, la desnutricién, pérdida rapida de peso, cirugia de
derivacion gastrica), las metabdlicas (lipodistrofias) y las inducidas por farmacos

(glucocorticoides, metotrexate, tamoxifen) entre otras (Bellentani S. Marino, 2009).
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El HGNA se define como la infiltracién de grasa en mas del 5% de los hepatocitos en
ausencia de una ingesta crénica de alcohol y se caracteriza predominantemente por
la presencia de esteatosis hepética macro-vesicular, que es un padecimiento donde
hay una acumulacién de lipidos en el citoplasma de los hepatocitos y es visible en
cortes histologicos (Freneaux, 1993; Teli, 1995), ademas es la alteracién metabdlica
mas frecuente a nivel hepatico. La esteatosis hepatica resulta de un desequilibrio
entre la sintesis hepatocitica de triglicéridos a partir de &cidos grasos y de la

secrecion desde el hepatocito bajo la forma de lipoproteinas. (Cause, 1995)

Segun él porcentaje de hepatocitos afectados por la esteatosis hepatica, esta se

clasifica en:

> Leve: < del 25% de hepatocitos afectados
» Moderada: de 25 a 50% de hepatocitos afectados

» Severa: > al 50% de los hepatocitos afectados

1h Propiedades generales de las colinesterasas

El término colinesterasa (ChE) tiene un significado preciso, se denomina ChE, a
aquella enzima que cataliza la hidrdlisis de esteres de colina y es sensible al efecto
inhibidor de la eserina (fisoestigmina). Las colinesterasas (ChEs) se presentan en los
tres dominios (Archaea, Eubacteria y Eucariota) en que los que se clasifican los

seres Vivos.
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Las colinesterasas en los vertebrados se localizan no sélo en tejidos excitables, tales
como musculos y nervios, sino también en vasos sanguineos, higado, intestino,
pancreas, timo y placenta, entre otros tejidos, y en tipos celulares tan diversos como
células de las meninges y el conjunto de células sanguineas. No se encuentran en

liquidos de excrecién como lagrimas, orina y sudor (Soreq y Seidman 2001).

En el organismo humano hay dos enzimas distintas que cumplen los requisitos
exigidos por la definicion anterior, la acetilcolinesterasa y la pseudocolinesterasa o

butirilcolinesterasa.

1h.1. Gen acetilcolinesterasay su expresion proteica en el raton

En el ratdn, el gen acetilcolinesterasa (AChE, simbolo oficial) se encuentra localizado
en el cromosoma 5 en la regién 76.32 cM, teniendo una longitud de 7 kb en que se
incluyen seis exones y cuatro intrones (Li et al., 2008). Chan y colaboradores (1999)
hicieron el andlisis de las secuencias reguladoras del gen AChE y determinaron
algunas regiones de control en el promotor en musculo esquelético de rata. Cuando
realizaron la comparacion en la secuencia de nucleétidos en ésta region, encontraron

una elevada similitud en la secuencia de los promotores de ratén y humano.

La expresion del gen AChE muestra tres exones constantes (E2, E3 y E4, con el E1
gue no se transcribe) que codifican el péptido sefial y la region N-terminal compuesta
de 535 residuos de aminoacidos comunes en todas las formas moleculares de la
enzima. Mientras, mediante un proceso de corte-empalme alternativo en la region 5-

no traducida y en la extremidad 3" de la regién codificante, la eleccidén de varios sitios
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de poliadenilacion y longitudes variables en la secuencia 3'no-traducida (Soreq et al.,

1990; Getman et al., 1992;).

El proceso de corte-empalme alternativo genera tres tipos de transcritos con
diferentes dominios C-terminal: EI RNAm tipo AChE-T (tallo) o AChE-S (sinaptico)
estd constituido por los exones E2-E3-E4 y E6 y la proteina producto genera
mondmeros, dimeros y tetrdmeros anfifilicos (G:*, G,* y G4%), tetrdmeros no
anfifilicos (G4"), asi como asociaciones hetero-oligoméricas. Si los tetrameros se
unen a una proteina transmembranal (PRiMA; “Proline Rich Membrane Anchor”) se
forman tetrameros capaces de insertarse en las membranas (PRIMA-G,") (Dori y
Soreq 2006, Perrier et al., 2005, Deutsch et al., 2002) (Figura 11). Si los tetrdmeros
se ligan a un tallo tipo colagénico (ColQ), se generan las formas asimétricas A4, As Y

A1z, con uno, dos y tres tetrdmeros, respectivamente.

El RNAm tipo AChE-H (hidrofébico) o AChE-E (eritocito), contiene los exones E2-E3-
E4-E5, que codifica a los dimeros anfifilicos Tipo | que poseen una estructura de
glicofosfatidilinositol (GPI) unido covalentemente (Soreq et al., 1990; Deutsch et al.,

2002).

El RNAm tipo AChE-R, no sufre corte y union después del altimo exdn codificador del
dominio catalitico, y por tanto posee el arreglo E2-E3-E4-14-E5-E6. El extremo C-
terminal de la subunidad R consta de 30 aminoacidos adicionales y carece de
residuos de Cys, por lo que, las subunidades permanecen como monémeros (Figura

11) (Grisaru et al., 1999; Sternfeld et al., 2000Grisaru et al., 2006).
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La masa de la subunidad catalitica de AChE oscila entre 70 y 80 kDa, aunque en
algunas especies animales alcanza un valor superior (100-110 kDa para la AChE de
cerebro de pollo) (Rotundo 1984). La homologia en secuencia primaria de la proteina
acetilcolinesterasa entre los mamiferos es muy alta, entre raton y rata es de 98.3%.
Entre la AChE de ratdén y la proteina humana es de 89.1%, y finalmente, entre la
proteina AChE de rata y la proteina humana es de 89.1% de similitud (Jbilo et al.,

1994).

La proteina AChE es miembro de la familia de hidrolasas con plegado a/p. La AChE
contiene un centro activo que se encuentra al fondo de una garganta. A la entrada de
la cual hay un sitio anidénico periférico que sirve como un ‘landing-site’ especifico para
la Ach. EI sitio catalitico presenta una triada catalitica conformada por Ser — His —
Glu, que esta alineada con 14 residuos de aminoacidos, e interacciona con el grupo

cuaternario de la Ach (Quinn, 1987).
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Figura 11. La estructura del gen acetilcolinesterasa, procesamiento
post-transcripcional alternativo y la generacion del polimorfismo
molecular. La expresion del gen Ache por corte-empalme alternativo
genera tres variantes de transcritos que presentan exones comunes (E2,
E3, E4) conteniendo la informacion necesaria para producir proteinas
activas cataliticamente (color verde). Las regiones genicas especificas
generan las diferentes subunidades con elementos estructurales
especiales; El pseudointron (14) (subunidades tipo R) que codifica
monomeros hidrofilicos, y los exones alternativos; E5 (subunidades
tipo H) anclados a membrana a través de un enlace
glicofosfatidilinositol y E6 (subunidades tipo T), que codifica codifica
mondmeros, dimeros Yy tetrameros hidrofilicos, tetrameros hidrofobicos
anclados a la membrana por un péptido rico en prolina (PRIMA), y
formas asimétricas compuestas por tetrameros; uno (Ay), dos (As), tres
(A12) ancladas por un tallo tipo colagénico (ColQ).
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1h.2. Funciones clésicas y no clasicas de la proteina acetilcolinesterasa

En el siglo XX, la proteina AChE se estudiéo ampliamente y se sustenté la idea de que

participa en funciones biolégicas.

Las funciones se han clasificado en:

1) Enzimaticas colinoliticas (hidrdlisis de la Ach) —Funcidn clésica-

2) Enzimaticas no -colinoliticas (v. gr., actividad arilacilamidasa) —Funcion no clasica-

3) No-enzimaticas (v. gr., adhesion, participacion en el desarrollo y/o diferenciacion,

apoptosis, cancer) —Funcion no clasica-

La funcion clasica de la acetilcolinesterasa (acetilcolina-acetilhidrolasa E.C. 3.1.1.7)
en el sistema nervioso donde hidroliza a la acetilcolina, que es el agente transmisor
del impulso nervioso desde la membrana de la neurona motora a la del musculo
esquelético y, también, de la membrana presinaptica a la postsinaptica en las

sinapsis colinérgicas.

La acetilcolina es sintetizada en la zona del axdén proxima a la membrana
presinptica, por la enzima colina-acetil-transferasa. Luego, es englobada en el
interior de vesiculas membranosas denominadas vesiculas sinapticas, cada una de
las cuales puede contener unas 10,000 moléculas. La llegada del impulso nervioso a
la membrana presinaptica genera la liberacién de las vesiculas sinapticas al espacio
intersinaptico. La acetilcolina liberada, ahora reacciona con una proteina receptora

especifica situada en la membrana post-sinaptica, favoreciendo la apertura de un
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canal cationico, por el que entra Na* y sale K*. Los flujos i6nicos son causa de la
despolarizacion de la membrana post-sinaptica, pasando el potencial de membrana
de -75 mV a 0 mV. Si la membrana post-sinaptica no recupera su potencial de

membrana no podria transmitir el siguiente impulso nervioso.

La acetilcolinesterasa, situada en la membrana post-sinptica, tiene el importante
papel de hidrolizar la acetilcolina, dando acetato y colina, que no interaccionan con la
proteina receptora, o que permite a la membrana post-sinaptica re-polarizarse.
Todos los inhibidores de la acetilcolinesterasa son venenos violentos porque
bloquean la transmision del impulso nervioso, provocando una despolarizacion

prolongada de la membrana post-sinaptica.

La acetilcolinesterasa es una enzima cuyo sustrato preferente es acetilcolina.
Hidroliza mucho mas lentamente los demas esteres de colina, por ejemplo, la
butirilcolina, pero frente a la acetilcolina es tremendamente rapida: hidroliza 25, 000
moléculas de acetilcolina por segundo. Esta alta velocidad permite que la membrana

post-sinaptica pueda transmitir hasta 1, 000 impulsos por segundo.

La acetilcolinesterasa se encuentra en la sustancia gris del sistema nervioso, en los
ganglios colinérgicos, en las placas neuromotoras colinérgicas, los leucocitos, los
eritrocitos, los hepatocitos y otros tipos celulares no-neuronales, asi como, en el
plasma. Su funcion en los diversos compartimentos celulares parece relacionarse

con un papel filtro, por el que la hidrdlisis de acetilcolina circulante impidiendo que el
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neurotransmisor actie sobre los receptores muscarinicos y/o nicotinicos, y asi

evitando, los efectos deletéreos de los sindromes muscarinicos y nicotinicos.

A pesar de estar plenamente establecido su papel en la transmision nerviosa y
neuromuscular, existe evidencia en que se ha sustentado que la AChE cumple
funciones relacionadas con la diferenciacion celular, sinaptogénesis, sefializacion

neuronal.

Hebb (1956) demostré que la distribucién de colina acetil-transferasa (ChAT) se
correlaciond estrechamente con la distribucién de la ACh. Se podria esperar que la
actividad AChE estuviera igualmente localizada con la ACh. Sin embargo, un estudio
detallado de la incompatibilidad de las estructuras de AChE y ChAT-positivas en el
cerebro indica que la proteina AChE s6lo no puede estar funcionando para hidrolizar
ACh (Eckenstein y Sofroniew, 1983). Esta fue la primera evidencia sobre las

funciones no clasicas de la AChE.

Se han detectado altos niveles de la proteina AChE en el sistema nervioso
embrionario antes del periodo de la sinaptogénesis. La expresion embrionaria no

conduce necesariamente a la expresion de la enzima en los mismos tejidos adultos.

La existencia de las multiples isoformas proteinicas de la AChE sigue siendo incierta,
sobre si la enzima cumple una sola funcion. Analisis de cristalografia vy
secuenciacion de residuos de aminoacidos han identificado un grupo de enzimas

relacionadas y las proteinas no cataliticas.
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1h.3. Gen de la butirilcolinesterasa y su expresion en el ratdn

En el ratdn, el gen de la butirilcolinesterasa (BChE, simbolo oficial), se encuentra en
el cromosoma 3 (Allderdice, et al 1991). La regién gendémica del gen BChE se
extiende alrededor de 70 kb y esta compuesto por 4 exones y 3 intrones (Arpagaus,
et al1991). La subunidad catalitica esta compuesta de 603 residuos de aminoacidos
gue representa una masa molecular de 68.5 kDa aproximadamente. La homologia en
secuencia primaria de la proteina butirilcolinesterasa entre los mamiferos no es tan
elevada como en la acetilcolinesterasa. Por ejemplo, entre la proteina de raton y la

proteina de humano es de 80.7% (Jbilo y col., 1994).

Cabe sefalar, que todas las formas moleculares de BChE derivan de un solo RNAm,
por lo que no sufre un empalme alternativo (Figura 12) (Soreq, et al 1989). La
proteina codificada en el mMRNA de la expresion del gen BChE refleja diferentes
formas moleculares incluyendo; mondémeros (G;), dimeros (G,) y tetrameros (Ga)
solubles, y en estos ultimos también anclados a la membrana por el péptido

hidrofébico rico en prolina (PRIMA)

10 kb

| | [] Enzyme-coding region5|
|

Figura 12. Estructura del gen butirilcolinesterasa en mamiferos.
En el raton, el gen Bche se localiza en cromosoma 3, comprende una
longitud de 70 kb, esta compuesto por 4 exones (E1, E2, E3, E4) y 3
intrones (11, 12, 13) (Tomado de Darvesh et al., 2003).
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También, se presentan formas asimétricas ancladas a membrana por un triplete
helicoidal de coldgeno. Los tetrameros anclados a este tallo de colagénico se les
conocen como Ay, y se pueden incorporar de 1 a 3 tetrdmeros, aunque, en general,
las formas asimétricas A;; predominan sobre las Ag y éstas sobre las A4 (Figura 13)

(Darvesh, et al 2003).

La BChE plasmatica es sintetizada en el higado (Hammer y La Du, 1968). La enzima
puede detectarse tanto en los globulos rojos como en el citoplasma de las células
hepaticas (Gurthner et al., 1963). La enzima también se encuentra en otros 6érganos
y tejidos: materia blanca del sistema nervioso central, pancreas, corazén y mucosa
intestinal. Su concentracion en el suero de los individuos normales, como revelan los
estudios inmunoldgicos, es de unos 0.9 mg/ml, lo que constituye alrededor del 0.01%

de las proteinas plasmaticas totales (Surgenor, 1954).

Se ha determinado que la vida media de la enzima es aproximadamente de 12 dias,
a partir de experimentos de regeneracion de la actividad enzimatica tras la inhibicion
de compuestos organofosforados y de la desaparicidon de la actividad enzimatica tras
la transfusion de plasma normal a individuos con nula actividad BChE (Neitlich, 1966;
Jenkins et al, 1967). Los valores normales de la actividad BChE se encuentran entre
5.9y 13.2 UI/L (Ostergard D. 1988 y Pan Y 2009), se ha informado un aumento de la
actividad de la BChE en la obesidad, diabetes, uremia, hipertiroidismo y en sujetos
hiperlipidémicos (Kutty, 1994). Se ha conseguido purificarla, obteniéndose un
material que exhibe 10.000 veces mas actividad que un volumen equivalente de

suero (Haupts et al, 1963).
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Figura 13. Polimorfismo molecular de la proteina
butirilcolinesterasa en mamiferos. Se presentan monomeros (Gy),
dimeros (G,) y tetrdmeros (G4) globulares hidrosolubles. También, se
puede presentar en forma tetramérica anclada a la membrana a traves
de un péptido rico en prolina (PRIMA). Las formas asimétricas estan
compuestas por varios tetrameros anclados a un tallo tipo colagénico
(ColQ), vy se designan como A4, As Yy Aiz, conteniendo uno, dos o tres
tetrdmeros, respectivamente (Tomado de Darvesh et al., 2003).

1h.4. Funcién colinérgicay no colinérgica de la butirilcolinesterasa
Desde el punto de vista funcional, la BChE (E. C. 3.1.1.8 acil hidrolasa) es una
enzima que tiene preferencia por los esteres de la colina con los &cidos alifaticos de
mas de dos carbonos. Asi, hidroliza mucho mas rapidamente la butirilcolina que la

acetilcolina. La especificidad de sustrato de la BChE es muy amplia, hidrolizando los
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esteres de la colina con los acidos acético, propionico, butirico y otros; benzoilcolina;
succinildicolina; tioésteres de colina y otros esteres que no tienen colina como el a-
naftilacetato y el salicilacetato. Se ignora cudl es su sustrato fisiologico. La distincion
entre las dos colinesterasas se logra claramente utilizando acetil-8-metilcolina como
sustrato: la acetilcolinesterasa cataliza la hidrélisis del isomero D de esta sustancia
pero no la del L; la BChE no cataliza la hidrolisis de ninguno de los dos isémeros.

(Soreq, 1990)

A pesar de que hasta el momento no ha sido posible asignar a la BChE ningun papel
fisioloégico concreto. Puesto que hidroliza acetilcolina podria pensarse que colabora
con la acetilcolinesterasa en el metabolismo de este importante neurotransmisor. Sin
embargo, la mayoria de las observaciones revelan que la hidrdlisis de la acetilcolina
"Iin vivo" es realizada Unicamente por la AChE. Puesto que la BChE hidroliza la
butirilcolina y la propionilcolina mucho mas rapidamente que la acetilcolina, se ha
sugerido que la butirilcolina seria su sustrato fisiolégico. La acetilcolinesterasa es

practicamente ineficaz frente a los dos primeros esteres.

1i Glicosilacién de las colinesterasas y su implicacion estructural

Las colinesterasas poseen varios sitios potenciales de glicosilacién, la proteina AChE
en el ratén presenta tres sitios, los cuales son homdélogos en su ubicacion a la AChE
humana. Mientras, que la proteina BChE presenta seis sitios a diferencia de los
nueve sitios en la secuencia primaria de la proteina BChE. Este Ultimo caso, esta

mas glicosilado que el mondémero de la AChE a pesar de que contienen un nimero
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parecido de residuos de amino&cidos (alrededor de 600). ElI contenido de
carbohidratos en un mondémero llega alcanzar un 15% en el 6rgano eléctrico de pezy
de las membranas de eritrocito, y un 10-12% en la de cerebro de pollo (Rotundo,
1984). El nivel de glicosilacién de la BChE de suero humano representa el 26% del
peso de la molécula (Lockridge et al., 1988) y la de raton 6% (Rachinsky y col.,

1990).

El proceso de incorporacion de carbohidratos durante la sintesis de los monémeros
en ambas enzimas es especifica del tejido, por lo que el tamafio de una molécula
particular depende del tejido donde se produce (Treskatis y col., 1992). Hecho que se
confirma, cuando se ha incubado a los monémeros de la AChE humana y bovina con
N-glicosidasa, donde se ha observado una disminucion en la masa molecular

aparente, determinado en una electroforesis en condiciones desnaturalizantes.

Existen diversos estudios en los que se ha establecido que la glicosilacién participa
en la proteccion de las proteinas ChEs frente al ataque proteolitico (Lucas y
Kreutzberg, 1985), o bien, la vida media en la circulacion plasmatica (Kronman et al.,

1995).

li.1. Lectinas como una herramienta experimental en el estudio de la
glicosilacion

Las lectinas son agentes bioldgicos muy valiosos en la investigacion de los azUcares
de la membrana celular, para establecer su papel en el crecimiento y diferenciacién
celular, interaccion de las células con su ambiente, y también en diversos procesos

patolégicos (Sharon y Lis, 2004). Inbar y Sachs (1969), usaron a la concavalina A
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(Con A) y lectinas que reconocen manosa y glucosa, ambas lectinas aglutinaron a las
células leucémicas o tumorales, pero no a las células normales, en la actualidad,
existe un numero alto de estudios que han demostrado la propiedad de las lectinas
de distinta especificidad para aglutinar células malignas. Las lectinas también, han
proporcionado evidencia sobre como se mueven las proteinas y glicoproteinas en
una bicapa lipidica, debido a que la incubacion de los linfocitos y otros tipos celulares
con las lectinas, inducen la formacién de parches o agregados de receptores de

membrana (Mikami, 1994, Cygler, 1991).

La variabilidad estructural y complejidad de los glicanos en la membrana celular
permite su participacion en diversas funciones, tales como, sefializacion,
reconocimiento y adhesion. Intervienen en funciones fisiolégicas importantes, como
el desarrollo embrionario, la diferenciacion, el crecimiento, la inhibiciébn por contacto,
el reconocimiento célula-célula, la respuesta inmunologica del huésped, la
metastasis, asi como el trafico y localizacién intracelular (Blomme y col., 2009). Las
lectinas presentan una alta afinidad hacia las estructuras oligosacaridicas que
reconocen, propiedad que es util en la cromatografia de afinidad para purificar
receptores de membrana. Con la incubacion del extracto de membranas celulares
con la lectina especifica se producen complejos lectinas-receptor, el lavado con
amortiguador salino descarta aquellas proteinas no reconocidas por las lectinas (no
poseen el o los azUcares de reconocimiento), las proteinas retenidas corresponden a
proteinas que poseen el azlcar que es reconocido por las lectinas, para disociar el

complejo lectinas-receptor, la matriz de afinidad se lava con un exceso del
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monosacarido especifico, la proteina eluida correspondera al receptor de interés

(Tabla 1)

Monosacéaridos Lectina Abreviatura
a-D-manosa, a-D-glucosa Canavalia ensiformis ConA
a-D-manosa Lens culinaris LCA
B-galactosa Ricinus communis RCA
N-acetil-a-D- Glycine max SBA
galactosamina Arachis hipogea PNA
Amaranthus ALL
leucocarpus
N-acetil-B-D-glucosamina Triticum vulgaris WGA
a- D-fucosa Lotus tetragonolobus LTA
Ulex europeus UEA

2. ANTECEDENTES

Se considera que el HGNA es el resultado de la acumulacién de triglicéridos (TG) y/o
colesterol (COL) y/o acidos grasos libres (AGL) y que ademas pueden coexistir en la

esteatosis hepatica.

Se han desarrollado estrategias experimentales para inducir higado graso en
animales de laboratorio. A este respecto, se han implementado dietas
experimentales con exceso de colesterol que han sido Utiles en el entendimiento de
la patogenia de esteatosis hepatica. En el higado de ratas que se han sometido a
una dieta alta en colesterol (4%), se establecié un incremento de 10 veces en el

contenido de colesterol y tres veces el contenido de triglicéridos, y como el colesterol
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libre no sufri6 cambios, se sugirié que el exceso de colesterol se acumulé de manera

esterificada (Wu et al., 2007).

Existen informes en que se ha sefalado que la acumulacion del colesterol
esterificado en el higado, representa una primera agresion inducida por la dieta
hipercolesterolémica (HC), y que esta situacion promueve la sensibilizacion ante
estimulos citotoxicos mediados por el TNF-a, sobre todo por una implicacion de una
disfuncién mitocondrial, en donde la deplecion del glutatibon mitocondrial y el
incremento del estado oxidante juegan un papel relevante, lo cual podria generar

HGNA. (Mari et al,. 2006).

Por otro lado, en animales alimentados con dietas altas en colesterol se ha
determinado un aumento selectivo en el transcrito de la proteina SREBP-1c
induciendo la expresion de genes lipogénicos, asi como elevados indices en la
lipogénesis. La proteina SREBP-1c genera factores de transcripcion, necesarios para

la sintesis de esteres de colesterol. (Ferré y Foufelle 2010).

Otros estudios en tejido hepatico de ratdon y en los hepatocitos cultivados han
mostrado que la dieta HC compuesta por colesterol (2%) y colato de sodio (0.5%) por
48 horas se incrementd el contenido de colesterol ocho veces con respecto a los
valores determinados en organismos controles alimentados con dieta normal para
roedores. Ademas, se determind0 una sobre-activacion de la SREBP-1c,

relacionandose con el aumento en el contenido de lipidos (Ferré y Foufelle 2010).
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2a. Colinesterasas en el higado de mamiferos

En los mamiferos, la actividad AChE se localiza principalmente en el sistema
nervioso y muscular, pero también en las células sanguineas, higado y placenta. El
nivel de actividad y el patron de formas moleculares de las ChEs son especificos de
tejido. Como se ha sefialado previamente, el higado de vertebrados es rico en BChE
(Arpagaus et al., 1991), por lo que, se ha considerado que es el sitio de origen de la
enzima, debido a que la secuencia de residuos de aminoacidos la BChE hepatica es
idéntica a la de los mondmeros del tetramero soluble en plasma (Lockridge, 1988), y
se ha propuesto que el incremento en plasma de las glicoformas de BChE ricas en
fucosa tiene un valor pronostico para identificar a los pacientes con riesgo elevado de
contraer cancer de higado, asi como para discriminar entre los pacientes que

presentan cirrosis y los que padecen hepatitis cronica (Ohkura et al., 1994).

3. JUSTIFICACION
La esteatosis hepéatica no alcohdlica es un padecimiento que afecta al 20-30% de la
poblacién general en varios paises (Preiss et al., 2008,). En un estudio de poblacion
“‘urbana” realizado en distintos grupos étnicos en los Estados Unidos se informo que
el 30% de los adultos norteamericanos padecen esteatosis hepéatica (Browning et al.,
2004). Se ha calculado en ese pais que 71 millones de los individuos mayores de 18
afios presentan esteatosis hepatica (censo 2000) y mas de 7 millones,
esteatohepatitis (Neuschwander-Tetri et al., 2003); la prevalencia va en aumento en
los sujetos con obesidad mérbida 75-92%, mientras que en la poblacion pediatrica es

de aproximadamente 13-14%.
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Segun el Centro de Nutricion, Obesidad y Alteraciones Metabdlicas en México, de las
1, 200 millones de personas que tienen problemas de sobrepeso y obesidad en el
mundo, 80 millones son mexicanos. Datos de la Organizacion para la Cooperacion y
el Desarrollo Econdmicos (OCDE) colocan a México en el segundo lugar entre los
paises con mayor indice de obesidad en su poblacion con el 30%, superado
Unicamente por Estados Unidos con el 33.8%. Segun cifras de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), cada afio mueren por lo menos 2.8 millones de adultos a

causa de enfermedades asociadas a este padecimiento.

Por otra parte, la Secretaria de Salud considera que en México esos padecimientos
han aumentado en todas las edades, regiones y grupos socioeconémicos, lo que nos
ha llevado a ocupar el segundo lugar en el mundo en obesidad en adultos, y el cuarto
en la infantil, ya que actualmente la obesidad es un problema de salud en México,
hay mas de 4 millones de nifios que sufren de sobrepeso y obesidad, esto significa
gue 1 de cada 5 nifilos en México tiene problemas de sobrepeso, ocupando el 4 lugar

en obesidad infantil, tnicamente superado por Grecia, Italia y Estados Unidos.

Este problema sigue como hasta ahora, en 20 afios traerd como consecuencias
serios problemas de salud, asi como econdémicos, ya que la obesidad no solo trae
como consecuencia higado graso no alcohdlico sino una serie de problemas como:
cancer de seno, cancer de coldn, cirrosis, hepatomegalia, gastritis, gota, reflujo
gastroesofagico, diabetes mellitus, depresiéon, trastornos de discos cervicales,
ansiedad, hipertension, infertilidad, trastornos en rodillas, osteoartritis, trastornos de

suefo, entre otras.
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La actividad de la BChE plasmética se correlaciona positivamente con el peso y el
IMC (indice de masa corporal), (Alcantara et al., 2003), esto demuestra que los
individuos con una elevada actividad de BChE tienden a ser obesos y la sintesis de
BChE aumenta en los individuos con ganancia en peso corporal, lo que sugiere que

la actividad de BChE es importante en el equilibrio del balance energético.

En ratones nulos-BChE se ha observado que mostraron valores menores en el IMC y
en el peso corporal comparados con ratones de tipo silvestre después de ser
sometidos a una dieta con un 11% de grasa, lo que se ha propuesto un papel de la
BChE en la utilizacion de grasas (Li et al., 2008). Por otra parte, algunos
polimorfismos de un solo nucleétido en el gen humano BuChE (3926.1-g26.2) se han

asociado con el IMC (Furtado-Alle et al, 2008).

Iwasaki y colaboradores (2007), investigaron la asociacion de la BChE, en suero de
pacientes sanos y obesos con diabetes mellitus tipo 2, donde midieron diversos
parametros: adiposidad, resistencia a la insulina y el perfil lipidico sérico, el cual
incluia: triglicéridos, HDL, LDL, en pacientes japoneses. Este estudio mostro que, la
actividad en suero de la BChE se correlacionaba positivamente con diversos indices
de adiposidad incluyendo el perimetro de la cintura, la grasa visceral y grasa
subcutanea, el indice de masa corporal asi como los triglicéridos, HDL y LDL tanto
en sujetos obesos. Ademas observaron que la actividad de BChE en suero se
correlaciona de manera positiva con el grado de esteatosis hepatica no alcohdlica,

asicomo con los niveles de adiposidad y la acumulacion de grasa. (Iwasaki, 2007).
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Finalmente, cabe sefialar que se ha establecido que la BChE, interviene en la
maduracion de la grelina y el neuropéptido Y, que forman parte de las hormonas

relacionadas en el control de la saciedad y el apetito (De Vriese et al., 2004).

4. PREGUNTA

¢,Cuales son los posibles cambios en la actividad y glicosilacién que pueden sufrir las

colinesterasas en el proceso de hipercolesterolemia hepatica en ratones?

5. HIPOTESIS

Si las colinesterasas estan involucradas en la biosintesis de lipidos, entonces al
presentarse alteraciones en la sintesis y degradacion de los lipidos en un modelo de

hipercolesterolemia la actividad y glicosilacion de las colinesterasas se vera alterada.

6. OBJETIVO GENERAL

Establecer los cambios en la actividad y glicosilacion de las colinesterasas en

ratones hipercolesterolémicos que presentan esteatosis hepatica.

/7. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar la actividad de la acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa extraida de

higado de ratones que presentan esteatosis hepatica (Higado graso).

2.- determinar el nivel de glicosilacién de las colinesterasas en el higado de ratones

con esteatosis hepatica (Higado graso).
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8. METODOLOGIA

8a. Administracién de dieta hipercolesterolémica

Los ratones C57BL/6 se consideraron clinicamente sanos al nacer y fueron criados
en el banco genético de la (Unidad de Produccién y Experimentacion de Animales de
Laboratorio) UPEAL —Bioterio de la Universidad Autbnoma Metropolitana Unidad
Xochimilco. Estos animales, antes de su adquisicion, se mantuvieron en condiciones
de libre de patdgenos con macroambiente con filtros HEPA y con una temperatura de
entre 19 y 23°C, humedad relativa de 45 a 55% y entre 15 y 18 vca/h, control luz
oscuridad 12:12 y ruido < 85 db. El encamado era autoclaveado y se alimentaron ad
libitum con alimento de importacion de Purina Lab Diet formula 5001 y agua ozonada

y baja en sales.

Los ratones de machos de 8 semanas edad se transportaron al laboratorio donde
fueron habituados por 20 dias en las nuevas condiciones del laboratorio, durante ese
tiempo fueron alimentados con la dieta Harlan 2018S para roedores y agua
purificada, estos se administré ad libitum al finalizar el periodo de habituacion, se
procedid a dejarlos en ayuno por 12 horas previo a la administracion de la dieta
hipercolesterolémica (HC), la cual estuvo compuesta por 2% de colesterol y 0.5% de
colato de sodio. La administracion se realiz6 durante 2, 15y 30 dias (n=3 por grupo).
En el caso de los ratones control se dejaron en ayuno por 12 horas, y
posteriormente, se mantuvieron ad libitum a la dieta Harlan 2018S y acceso al agua.
El consumo de alimento y agua, asi como, el aumento en el peso corporal del animal

se midieron durante todo el experimento en ambos grupos de ratones.
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8b. Procedimiento de perfusion de los ratones

Para eliminar fuentes contaminantes (plasma, globulos rojos y glébulos blancos) que
pudieran interferir en una adecuada estimacion de la actividad colinesterasica, se
realizé la perfusion introduciendo una ajuga de calibre de 0.4 mm x 13 mm a través
de la vena cava superior, empleando como medio de perfusion, una solucion salina
conteniendo NaCl 154 mM y EDTA 5.4 mM ajustada a pH 7.4. Con la ayuda de una
bomba peristaltica, a un flujo aproximado de 0.8 mi/min por muestra de o6rgano.

(Figura 14)

Riego
corporal
rostral

Riego Solucién Solucién
pulmonar fijadora de lavado

en la
auricula

Riego Bomba peristéltica
corporal
caudal

Fig. 14: Perfusion del ratdon con solucién salina deNacCl, ya que las
células hematopoyéticas presentan actividad colinesterasica y podria
interferir con la medicion de la actividad del higado.
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8c. Analisis de parametros bioquimicos en suero de ratones

De cada raton se extrajo el volumen de 0.5ml de sangre por via seno orbital, en
tubos Epperdorf heparinizados. Para separar el plasma y los componentes celulares,
la sangre colectada se centrifugd a 3,500 rpm por 15 min. Posteriormente, se
estimaron los contenidos totales de colesterol y triglicéridos utilizando tiras para

Reflotron (Roche, Francia).

8d. Diseccion del higado de ratones

Se registraron peso corporal del raton y después de la perfusion la del higado por
cada animal control y experimental. Se extrajo el higado de la cavidad abdominal y

se fracciono para su analisis.

8e. Método secuencial de extraccion de las colinesterasas

Para la extraccion de las colinesterasas de higado se empleé la relacion 1g de peso
de 6rgano(L6bulo medio del higado): volumen de amortiguador de extraccion (1:10
P/V). Las muestras se homogeneizaron en amortiguador HEPES salino (HEPES 15
mM, NaCl 1 M, MgClI, 50 mM, EGTA 1 mM, EDTA 3 mM, pH 7.5), con una mezcla de
antiproteasas (leupeptina 20 ug, pepstatina 10 ug, benzamidina 1 mM y aprotinina 20
U). El homogenado inicial se centrifugé a 100, 000 x g durante 1h a 4 °C en una
centrifuga XL-90 Optima (Beckman, E.U.A. para separar a las ChEs solubles o
débilmente unida a las membranas. Tras recoger el sobrenadante 1 (S; proteinas
débilmente unidas a la membrana), el precipitado se homogeneiz6 en amortiguador

HEPES salino conteniendo Triton X-100 al 1% (P/V), estas suspensiones se
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centrifugaron bajo las mismas condiciones para obtener la enzima ligada a las

membranas en el sobrenadante 2 (S, proteinas fuertemente unidas a la membrana).

8f. Determinaciéon de la actividad colinesterasica

Las actividades AChE y BChE se estimaron por el método de Ellman y colaboradores
(1961) que se basa en empleo de los tio-andlogos de los sustratos naturales, la
acetiltiocolina (ATch) para la actividad AChE y butiriltiocolina (BuTch) para la
actividad BChE. Asimismo, se usaron inhibidores selectivos: iso-OMPA para inhibir a
la actividad AChE y BW284C51 para inhibir a la actividad BUChE (Austin y Berry,
1953). En este método se aprovechd la capacidad del cromégeno DTNB (acido 5,5'-
ditiobis-2- nitrobenzoico) para oxidar los grupos tioles libres de reactivos o proteinas.
Las ChEs hidrolizan los correspondientes ésteres de la tiocolina liberando tiocolina y
acetato (o butirato, segun sea al caso) (Figura 15). La tiocolina reacciona
rapidamente con el DTNB produciendo el anién 5-tio-2-nitrobenzoato, el cual
presenta un color amarillo intenso y un maximo de absorbancia a 412nm.

Este método tiene el inconveniente de la interferencia producida por los grupos tioles
libres presentes en las proteinas de las muestras. Estos grupos reaccionan con el
DTNB proporcionando un cambio de absorbancia que no corresponde a la hidrélisis
del sustrato. Para evitar este problema, la muestra se incub6 con la mezcla
conteniendo el DTNB (Acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico) antes de afiadir el sustrato,

para valorar previamente los grupos tioles.
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Figura 15. Fundamento de la medida de actividad
acetilcolinesterasa por el método colorimétrico de Ellman vy
colaboradores (1961).

La actividad enzimatica colinesterasa se expresa en ymoles de sustrato hidrolizados
por hora y por mililitro de muestra, que se calculd al multiplicar el aumento
proporcional de la absorbancia por minuto, por un factor que resulta del cociente del
volumen total por el volumen de muestra, expresados en mililitros, multiplicado por
60 y 1000, los cuales son factores de conversion, divididos entre el coeficiente de

extincion molar, 1.36 x 10* Mt x cm™.

La actividad especifica para cada colinesterasa es referida como U/mg de proteina
se obtuvo en cada muestra de las proteinas débilmente unidas a membrana y
proteinas fuertemente unidas a la membrana a partir del cociente de la actividad en

U/ml y el contenido total de proteina en mg/ml de los extractos S; y S,.
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8g. Determinacion del contenido de total de proteinas

La cantidad de proteina se estimé por el método de Bradford (1976), que se basa en
la unién del colorante a las proteinas. La intensidad de color de la muestra cambia,
en funcién de la cantidad de proteina. Este método implica la union de Azul brillante
de Comassie G-250 con los residuos de aminoacidos de Arg y en menor grado con
residuos de His, Lys, Tyr, Trp y Phe de la proteina, que provoca un cambio en el
maximo de absorbancia del colorante desde 465 a 595 nm. El azul brillante de
Comassie G-250 existe en dos formas con dos colores diferentes rojo y azul, siendo
la forma roja la que se convierte en azul al interaccionar con las proteinas. La

intensidad del color es proporcional con el contenido de proteina

Para valorar la proteina, se elaboraron dos rectas patréon a partir de una solucion de
albumina de suero bovino (BSA) 5 ug/10mL y otra de 28.2 ug/10mL. Se repitieron los
volumenes de 0, 2, 4, 8, 10 uL y se completaran a 10 yL con agua desionizada. Los
voliumenes de muestra, los cuales fueron diluidos a 1:10, fueron de 10 pL. Cada
muestra se preparo por tetraplicado. Se agregaron a las muestras 200uL del reactivo
de Bradford, esperando 10 min para leer la absorbancia a 595 nm de longitud de

onda.

Para corroborar los resultados de la determinacion en el contenido de proteinas

realizo otra prueba por el método del Lowry.
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8h. Método de Lowry

El método de Lowry se basa en la reaccién del reactivo de Folin con determinados
aminoacidos de las proteinas para dar una coloracion, este método supone dos
reacciones, primero la formacion de un complejo de estructura plano-cuadrada entre
el enlace peptidico de las proteinas y el cobre (Reaccién de Biuret), y una segunda
reaccion de 6xido reduccion reactivo de Folin (acido fosfomolibdico-fosfotlingtico) por
el complejo de cobre-proteinas, en particular, por los grupos aromaticos de los
aminoacidos tirosina, fenilalanina, triptéfano. Esta segunda reaccion ayuda a
intensificar el color obtenido de acuerdo a la concentracion de proteinas en la

muestra, y se lee en espectrofotometro a 590-720 nm de longitud de onda.

8i. Analisis de la glicosilacion de procesamiento post-traduccional de las
colinesterasas mediante la interaccidon con lectinas de distinta especificidad

Las lectinas se han utilizado ampliamente en la purificacion de receptores celulares
glicosilados, son capaces de reconocer carbohidratos con una alta especificidad, lo
gue ha permitido su utilizacibn como modelos para estudiar la interaccion
carbohidrato-proteina. Por lo que, la naturaleza de los azucares terminales presentes
en las glicoproteinas pueden ser usados como una estrategia experimental. En este
trabajo se empelaron las siguientes lectinas: Concanavalina ensiformis (Con A-

sefarosa), Lens culinaris (LCA-sefarosa) y Triticum vulgaris (WGA-agarosa).

Los extractos individuales de las proteinas débilmente unidas a membrana y
proteinas fuertemente unidas a la membrana se mezclaron con cada lectina en una

relacion de 2 voliumenes de muestra por 1 volumen de matriz de octil cefarosa, y se
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incubaron con las lectinas correspondientes inmovilizadas durante 18 horas a 4 °C,
en agitacion constante. Los complejos lectina-colinesterasa se separaron por
centrifugacion a 10, 000 X g por 5 min en una microfuga Eppendorf (E.U.A.), y luego,

se determinaron las actividades AChE y BChE en los sobrenadantes por triplicado.

La actividad estimada en el control de union inespecifica (matriz sefarosa-4B) se
consideré como cero de interaccion. El porcentaje de interaccion en cada lectina se
calcul6 mediante el cociente de la actividad del control y la estimada en los

sobrenadantes, tras la interaccion con las lectinas.
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9. RESULTADOS

9a. Determinacion de peso corporal y del higado de ratones tratados con la
dieta HC y no tratados.

Los ratones tratados con una dieta hipercolesterolémica (HC) (2% de colesterol y
0.5% de colato de sodio), no mostraron diferencias en el aumento de peso corporal
en relacién a los ratones alimentados con una dieta balanceada (Chow) (Figura 16).
Este comportamiento, parece estar relacionado a que la dieta experimental empleada
en este estudio, no representa una dieta hipercaldrica, por lo que, no deberia

promover un aumento en el peso corporal de los ratones.
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Figura 16. Relacién de peso de los ratones de ambos grupos. Los
ratones no tratados (NT) y los alimentados con dieta
hipercolesterolemica (HC), en los grupos de 2, 15 y 30 dias (n=3). No
se observaron diferencias significativas
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La comparacion del peso del higado entre los roedores que se sometieron a la dieta

hipercolesterolémica mostr6 un aumento significativo en relacion a los ratones

alimentados con la dieta normal, desde los dos dias de tratamiento, manteniéndose

hasta los 30 dias. (Figura 17).
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Figura 17. Relacion de peso de higado de NT y HC en los grupos
de 2, 15 y 30 dias (n=3). Se aplico una ANOVA de dos vias con
andlisis de Bonferroni con un P < 0.05 (*) para los grupos de 2 y 15
dias, y para los ratones de 30 dias fue la p< 0.01 (**).

Esta diferencia se corroboré cuando se calculo el cociente porcentual del higado

entre el peso corporal para cada raton en ambos grupos de estudio (Figura 18).
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Figura 18. Comparacion en el cociente de pesocorporal del raton
contra el peso del higado entre los gurpos de ratones NTy HC y a
los 2, 7 y 15 dias (n =3 por grupo). Se aplico la prueba estadistica
ANOVA de dos vias con andlisis de Bonferroni con un p < 0.05. para
los 2 dias (*), y para 15 dias y 30 dias, una p < 0.01 (**).

9b. Determinacion del contenido de proteinas totales en higado de raton de la
capa C57BL/6 alimentados con dieta hipercolesterolémica experimental

El las figuras 19 y 20 se observa una disminucion significativa en el contenido de
proteinas totales entre los ratones HC de 2 y 30 dias con respecto a NT; esto podria
deberse a que, en el caso del dafio a los 2 dias, las células hepaticas al recibir el
dafo, responden ante este, a los 15 dias se observa un proceso de adaptacion de
las células hepaticas, pero a los 30 dias, cuando el dafio comienza a ser mayor, el

descenso en las proteinas totales se vuelve a notar, esto podria deberse a que el
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dafio al higado sea crénico y por lo tanto existe una menor produccion de enzimas en

las células hepéticas dafiadas o lesionadas.

Bl NTS1
E& HC S1
[ NTS2
HC S2

CONTENIDO (mg/ml)

Figura 19: Contenido de proteinas totales (mg/ml) en las
fracciones correspondientes a S1 y S2. La solubilizacion se realizo
con buffer salino de alta fuerza i6nica sin detergente para (S1) y con
detergente Triton X-100 para la fraccion (S2) , para cada uno de los
higados de ratén: No tratados (NT) en los tiempos 2, 15 y 30 dias al
igual que los que consumieron la dieta hipercolesterolémica (HC). Se
aplico una ANOVA de dos vias con andlisis de Bonferroni con un p <
0.05 (*)

Aquellas hepatopatias con presencia de tejido hepatico con atrofia como la

hipercolesterolemia, producen disminucién de la concentracion de proteinas
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plasméticas, en especial hipoalbuminemia ya que se disminuye la sintesis de
albumina. Las alteraciones de la funcionalidad hepatica pueden darse con curso

agudo o crénico.
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Figura No.20 Comparacion de la suma de proteinas totales en las
fracciones (S1+S2) solubilizadas con buffer salino de alta fuerza
ionica sin y con detergente Triton X-100. De los ratones no tratados
(NT) y con dieta hipercolesterolémica (HC) a los dias 2, 15 y 30 dias.

Con una N=3 por cada grupo. Se aplico una ANOVA de dos vias con
analisis de Bonferroni con un p < 0.05 (*).

9c. Actividad colinesterasica

Al analizar la actividad colinesterasica extraida por un método secuencial (apartado

8e del Métodos) primero sin detergente (proteinas débilmente unidas a membrana)

La actividad acetilcolineserasa de los higados de ratones alimentados con dieta HC
mostré valores similares a los ratones NT durante los dias 2 y 15 en ambas
fracciones. No obstante, a los 30 dias de tratamiento, se observd un aumento

significativo en la fraccion extraida con amortiguador salino conteniendo detergente
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(representan las formas enzimaticas fuertemente unidas a membrana), asi como una

aparente disminucion en la actividad extraida con amortiguador salino sin detergente

(Figura 21).
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Figura 21: Actividad de acetilcolinesterasa (AChE) expresada en
(u/ml), los ratones no tratados (NT) y alimentados con dieta
hipercolesterolémica (HC) a los dias 2, 15 y 30 dias. Con una N=3 por
cada grupo. De las fracciones (S1 y S2) solubilizadas con buffer salino
de alta fuerza ionica sin y con detergente Triton X-100. Se aplico una
ANOVA de dos vias con andlisis de Bonferroni con un P < 0.05 (*).

Al analizar la actividad especifica AChE en U/mg, (Figura 22) solo se encontraron
diferencias significativas en los higados de 2 y 30 dias. En el caso de los 2 dias de
tratamiento se observa una diferencia significativa en las proteinas unidas débilmente
unidas a la membrana (proteinas débilmente unidas a membrana) de los ratones
alimentados con la dieta HC en comparacion con los controles. La otra diferencia se

observd a los 30 dias de tratamiento, en este caso, hubo una disminucién en las
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proteinas unidas débilmente unidas a la membrana (proteinas débilmente unidas a
membrana) de los ratones tratados con la dieta HC; pero, caso contrario, se observa
un aumento en las proteinas fuertemente unidas a la membrana (fuertemente unidas

a la membrana) de los ratones tratados con la dieta hipercolesterolémica.

0.08-
wxx R NTS

T E& HCs!

0.06- 1 CnNTs2
3 HC S2

ACTIVIDAD AChE
(Uimg DE PROTEINA)

Figura. 22: Actividad especifica AChE expresada (U/mg). De los

ratones no tratado (NT) y de los alimentados con dieta

hipercolesterolémica (HC) a los dias 2, 15 y 30 dias. Con una N=3 por

cada grupo. En las fracciones (S1y S2). Se aplico una ANOVA de dos

vias con andlisis de Bonferroni con un p < 0.05 (*), p< 0.01 (**) y p<

0.001 (***)
Al analizar la actividad de la butirilcolineterasa, se observa una disminucion en las
U/ml en la fraccién proteinas débilmente unidas a membrana de los ratones tratados
con la dieta HC a los 2 y 15 dias sin ser significativa, no asi en las fracciones

proteinas fuertemente unidas a la membrana de los ratones tratados con la dieta HC
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en los dias 15 y 30, las cuales tuvieron aumentos significativos con respecto a sus

controles (Figura 23). Esto concuerda con la AChE, ya que al igual, a los ratones

tratados a los 30 dias con la dita, también hubo un aumento en las U/ml. (figura 21).

ACTIVIDAD BuChE

(Uimi)

0.5
Bl NTS

0.4 E3 HC S1
% & [ NTS2

| 2 HC S2

)
=
=
)
o]
2]
L]

Lﬁﬂ

v o

Dias
Figura 23: Actividad butirilcolinesterasa (BChE) expresado en
U/ml de la extraccion secuencial de BChE en los higados de ratones
no tratados (NT) y los alimentados con dieta hipercolesterolémica
(HC) a los dias 2, 15 y 30 dias. Con una N=3 por cada grupo. De las
fracciones (S1 y S2) solubilizadas con buffer salino de alta fuerza
ionica sin y con detergente Triton X-100. Se aplico una ANOVA de
dos vias con panélisis de Bonferroni con un p < 0.05 (*) y P<0.001

(%)
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Al medir la actividad de la BChE en U/mg, observamos un incremento

estadisticamente significativo los ratones tratados con la dieta HC, a los 30 dias,

tanto en las fraccibn de las proteinas débilmente unidas a membrana como las

proteinas fuertemente unidas a la membrana, en los demas dias de tratamiento no

encontramos diferencias significativas. (Figura 24)
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Grafica 24: Actividad especifica de butirilcolinesterasa expresada
en (U/mg) de higado de ratobn alimentado con dieta
hipercolesterolémica (HC) y dieta normal (NT) de la extraccion
secuencial de los grupos a los dias 2, 15 y 30 dias. Con una N=3 por
cada grupo. De las fracciones (S1 y S2) solubilizadas con buffer salino
de alta fuerza ionica sin y con detergente Triton X-100. Se aplico una
ANOVA de dos vias con andlisis de Bonferroni con un p < 0.05 (*)
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9d. Estudio del procesamiento post-traduccional de las colinesterasas
mediante la interaccion con lectinas

Las lectinas representan una herramienta Gtil en andlisis del perfil glicoproteico de las
proteinas, que en el caso de este trabajo se consider6 un buen indicador del estado

del procesamiento post-traduccional, tanto AChE como BUChE en el higado.

Las lectinas (Con-A, LCA y WGA) indican el paso de las enzimas por el reticulo
endoplasmico rugoso (RER) y las cisternas del complejo de Golgi, ambas enzimas
(AChE y BChE) habran incorporado cantidades variables de manosa, la cual es
reconocida por la lectina Con-A, manosas con centros de fucosa que es reconocida
por la lectina LCA y N-acetilglucosamina o acido sialico la cual es reconocida por la

lectina WGA.

En primera instancia, en las especies enzimaticas de AChE, se determinaron los
niveles de incorporaciéon de manosa a través de la interaccién con la lectina de
Concanavalina ensiformis (Con A), donde se observé una elevada interaccion con la
lectina (90-95%) en los distintos tiempos de andlisis, no siendo estadisticamente
distintas en las fracciones S1 entre ambos grupos de ratones. No obstante, en el
caso de las fracciones fuertemente unidas a membrana, se observo en los ratones
alimentados con dieta HC una escasa interaccion en los 2 y 15 dias de tratamiento,

no observandose diferencia a los 30 dias de tratamiento (Figura 25).,

75



150+

@@ NT ConA S1

HC ConA S1

100- - E3 NT ConA S2
o 0 HC ConA S2

bt
=
&
=

% de interaccion

o
& : 5
. = w
G e o
o o

0- [} ) u T

2 N\ oD
Dias

Figura 25: Porcentaje de interaccion de la acetilcolinesterasa con
lectina de alta especificidad Concananvalina (Con-A) y la
acetilcolinesterasa extraida los higado de raton alimentado con dieta
hipercolesterolémica (HC) y dieta normal (NT) de la extraccion
secuencial para obtencién de (S1 y S2) solubilizadas con buffer salino
de alta fuerza ionica sin y con detergente triton X-100 de los grupos de
2, 15 y 30 dias. Con una N=3 por cada grupo. No se encontraron
diferencias significativas.

Siguiendo la misma estrategia experimental, se determinaron en las especies
enzimaticas AChE de higado, los niveles de incorporaciéon de manosa asociados a
centros de fucosa mediante la interaccién con la lectina de Lens culinaris (LCA),
donde se observdé un elevado porcentaje interaccion (75-95%) en los distintos
tiempos de andlisis, La comparacién en los niveles de interaccion en la fraccion
débilmente unida a membrana mostré diferencias estadisticas en los distintos

tiempos de tratamiento. Mientras, que en el caso de las fracciones fuertemente
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unidas a membrana no se encontraron diferencias estadisticas entre ambos grupos

de ratones (Figura 26).
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Figura 26: Porcentaje de interaccion de la acetilcolinesterasacon
lectina de Lens culinaris (LCA) y la acetilcolinesterasa (AChE)
extraida los higado de raton alimentado con dieta hipercolesterolémica
(HC) y dieta normal (NT) de la extraccion secuencial para obtencion
de (S1y S2) solubilizadas con buffer salino de alta fuerza ionica sin y
con detergente de los dos grupos a los 2, 15 y 30 dias. Con una N=3
por cada grupo.

Por ultimo, de la incorporacion de N-acetilglucosamina o galactosa en las especies
enzimaticas AChE estimada a través de la interaccion con la lectina de Triticum
vulgaris (WGA) mostré que un elevado nivel de interaccion en los ratones bajo
tratamiento con la dieta HC y en ratones sanos. La valoracién en las fracciones
débilmente unidas a membrana mostré diferencias significativas al dia 2 de
tratamiento, donde se observo una nula interaccion en los ratones alimentados con

dieta HC. Mientras, que en caso de las fracciones fuertemente unidas a membrana
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se observo una tendencia a mayor presencia en los ratones alimentados con dieta
HC de formas enziméticas que incorporaron N-acetilglucosamina y/o galactosa, no

siendo estadisticamente diferente (Figura 27).
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Figura 27: Porcentaje de interaccion de la acetilcolinesterasa con
lectina de alta especificidad (WGA) vy la acetilcolinesterasa extraida
los higado de raton alimentado con dieta hipercolesterolémica (HC) y
dieta normal (NT) de la extraccion secuencial para obtencién de (S1y
S2) solubilizadas con buffer salino de alta fuerza ionica sin y con
detergente de los dos grupos a los 2, 15 y 30 dias. Con una n=3 por
cada grupo.

Cuando se estimo el nivel de incorporacion de azucares en las especies enzimaticas
de BuChE, se encontré6 que en ambos grupos de animales mostraron elevados
niveles de presencia de la manosa, evidenciada como elevados niveles de
interaccion con la lectina Con-A. Asimismo, no hubo diferencias estadisticas entre

ambos grupos de ratones (Figura 28).

78



100 @l NT ConA S1
5 E3 HC ConA S1
S 100- __ E3 NT ConA S2
© =1EIn » e 0 HC ConA S2
s 1 HE 2 :
Il | : :
; : :
0- .

Vv

Dias

Figura 28: Porcentaje de interaccion de las especies enzimaticas
butirilcolinesterasa con la lectina de Concanavalia ensiformis (Con-
A) y la butililcolinesterasa (BChE) extraida los higado de ratdn
alimentado con dieta hipercolesterolémica (HC) y dieta normal (NT)
de la extraccion secuencial para obtencion de (S1y S2) solubilizadas
con buffer salino de alta fuerza ionica sin y con detergente de los dos
grupos a los 2, 15 y 30 dias. Con una N=3 por cada grupo. No hay
diferencia significativa.

Al estimar la presencia de manosa asociada centros de fucosa a través de la
interaccién con aglutinina de Lens culinaris (LCA), se observé que hubo elevados
niveles de interaccion (80-90%) en las fracciones analizadas. Se encontr6 una menor
interaccion en la fraccion débilmente unida a membrana en los ratones a los 15 dias
de tratamiento, que fue estadisticamente diferente a los valores determinados en los
ratones control. En los demas tiempos del tratamiento, no se observaron diferencias

significativas (Figura 29).
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Figura 29: Porcentaje de interaccion con lectina de alta
especificidad (LCA) con la butililcolinesterasa extraida los higado de
raton alimentado con dieta hipercolesterolémica (HC) y dieta normal
(NT) de la extraccion secuencial para obtencién de (S1 y S2)
solubilizadas con buffer salino de alta fuerza ionica sin y con
detergente de los dos grupos a los 2, 15 y 30 dias. Con una N=3 por
cada grupo. Existe diferencias significativas entre los grupos hc s1 y
los nt s2, con una p<0.05 (*).

El nivel de presencia de N-acetilglucosamina o galactosa en las especies
enzimaticas BChE fue alto en ambos grupos de ratones, Esto lo reflejaron los niveles
de interaccion entre 70-80% con la lectina de Triticum vulgaris (WGA). Al realizar la
comparacion en los porcentajes de interaccion en los distintos tiempos de tratamiento
de dieta HC, se encontrd una disminucion en N-actilgucosamina y/o acido siélico en
los ratones control en comparacion con los valores de interaccion constantes en los

ratones alimentados experimentalmente (Figura 30).
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Figura 30: Porcentaje de interaccion con lectina de alta
especificidad (WGA) con la butililcolinesterasa extraida los higado
de raton alimentado con dieta hipercolesterolémica (HC) y dieta
normal (NT) de la extraccion secuencial para obtencion de (S1 y S2)
solubilizadas con buffer salino de alta fuerza ionica sin y con
detergente de los dos grupos a los 2, 15 y 30 dias. Con una n=3 por
cada grupo.
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Figura 31. La dieta hipercolesterolémica en ratones C67BL/6
provocé alteraciones en los contenidos plasmaticos de triglicéridos y/o
colesterol. P<0.05 (*). Los valores representan en promedio Yy
desviacion estandar de tres a siete ratones. Los valores promedio se
compararon por la prueba de ANOVA de dos vias con analisis de
Bonferroni con un P < 0.05 (*).
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Figura 32. Comparacion de las actividades acetilcolinesterasa y
butirilcolinesterasa en plasma de ratones C57BL/6 previo al
tratamiento con la dieta hipercolesterolemica. Las actividades se
estimaron por el método de Ellman y colaboradores (1961).
Acetilcolinesterasa, AChE. Butirilcolinesterasa (BChE). (n=30)
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Figura 33. Perfil cromatrografico de las colinesterasas del plasma
de raton C57BL/6 en una matriz hidrofébica de octil-sefarosa. En
una columna de 10 X 0.5 cm se colocaron 5 mL de la matriz de octil-
sefarosa, se equilibraron con 20 volimenes de la solucion salina de
extraccion sin detergente. Se realizd la mezcla de 30 muestras de
plasma, y se pasé un mililitro por la columna a una velocidad de 1
ml/min- Para eluir a las fracciones hidrofilicas se empled el
amortiguador de equilibrio, (se colectaron 40 fracciones) y para
separar especies enzimaticas hidrfobicas se emple6 amortiguador
Hepes 10 mM conteniendo 2% Triton X-100 (P/V) (Se colectaron 40
fracciones). Se estimaron las actividades acetil- (AChE) vy
butirilcolinesterasa (BChE) por el método de Ellman en placa de
microtitulacion.
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10. DISCUSION

El contenido de lipidos hepaticos puede ser modificado por la composicion de los
macronutrientes de la dieta a través de la modulacion de la captura, en la
lipogénesis, oxidacion y secrecion de los lipidos. Para la realizacion de este estudio
se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6, que se alimentaron ad libitum con una dieta
hipercolesterolémica (HC), que en el alimento balanceado contenia en 2% de
colesterol y 0.5% de colato de sodio. El consumo de la dieta experimental, no produjo
en éstos ratones un aumento en el peso corporal distinto que en los animales

alimentados con la dieta balanceada normal (Figura 16).

No obstante, en las figuras 17 y 18, se observé un aumento en el peso del higado en
los ratones alimentados con la dieta HC experimental que podria deberse a un
aumento en la incorporacion y/o deposito del colesterol en éste tejido. En estudios
previos en ratones alimentados con dietas HC, se ha observado un incremento en el
colesterol hepatico de hasta 8 veces con respecto a ratones alimentados con una
dieta balanceada (chow) (Wu et al., 2007, Nufio, 2011). También, se ha informado
gue los ratones expuestos a una dieta HC a partir de los 7 dias de exposicion (Nufio,
2011), mostraron un higado de mayor tamafio en comparacién los ratones
alimentados con la dieta chow, siendo evidente una diferencia en 0.5 g de peso a los

30 dias (Figura 18).

Otra alternativa en el incremento en la relacion porcentual entre el peso del higado y
el peso corporal se podria deber a una hipertrofia de las células del parénquima

hepatico, seguramente para compensar los requerimientos metabdlicos necesarios
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para contrarrestar el incremento de los lipidos y el colesterol en el higado. (Nufio,

2011).

Por otro lado, el componente adicional en la dieta HC experimental es el &cido cdlico
que representa a una sal biliar, que favorecido la emulsificacién del exceso de
colesterol en la dieta para facilitar su absorcién. El higado posee la capacidad de
producir sales biliares que se acumulan en la vesicula biliar hasta que el alimento
llega al duodeno; entonces son liberadas al intestino para que ejerzan su funcion
sobre la grasa ingerida. Gran parte de estas sales biliares son reabsorbidas por el
higado (Grundy, 1983), pero un porcentaje importante es secretado en las heces

fecales, siendo esta la principal via de eliminacion del colesterol del organismo.

Los resultados previos son una evidencia acerca de los efectos de la dieta HC
experimental sobre aspectos fisiologicos del higado de raton. Como se muestra en la
figura 31, la dieta HC experimental provocé alteraciones en el contenido de

triglicéridos y colesterol en el suero de los ratones.

El higado es el 6rgano responsable de secretar a las VLDL para distribuir triglicéridos
y ésteres de colesterol por todo el organismo. A medida que las lipoproteina lipasa
gue se encuentran en los tejidos, van hidrolizando los triglicéridos de las VLDL, estas
se hacen mas pequefias y mas densas y se enriquecen de colesterol hasta
convertirse en LDL. Las cuales se unen en los receptores de membrana, a través de
los cuales son introducidas en la célula, ya en el interior, el colesterol puede ser

dirigido a los diferentes organelos celulares, como son: la membrana plasmatica, el
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reticulo endoplasmico, el complejo de Golgi. Este hecho confirma que la dislipidemia

es caracterisitco en el HGNA.

Previo al analisis de la actividad enzimatica en las fracciones del higado, se
consideré indispensable realizar una perfusion para descartar la presencia de las
proteinas contenidas y las actividades acetil y butirilcolinesterasa en los eritrocitos,
linfocitos y plasma (Figura 33), y facilitara una estimacion fiable de la actividad de las

colinesterasas propias del higado.

Los resultados en la determinacion del contenido de proteinas totales (S1+S2) en
higado de raton mostraron que los ratones alimentados con la dieta HC presentaron
un menor contenido de proteinas desde el segundo dia, haciéndose
estadisticamente significativa a los 30 dias del tratamiento (Figura 20), Siendo la
fraccion S;, extraida usando amortiguador con fuerza i6nica y sin detergente
(representando proteinas débilmente unidas a la membrana) en la que se la dieta HC

experimental repercutié negativamente.

Una interpretacion a ésta observacion se podria relacionar con el hecho de que
existe evidencia acerca de que la mitocondria, es el principal organelo que se ve
afectado por una dieta alta en colesterol. Debido a que los altos niveles de éste lipido
provocan estrés oxidante y por lo tanto, una concentracibn mayor de especies
reactivas de oxigeno, que provocan un dafio en el hepatocito (Gutiérrez-Ruiz et al.,
2012, Mari et al., 2006). Por lo que, se podria generar un incremento en las proteinas

relacionadas con el estrés oxidante, como la catalasa o la superoxido dismutasa. El
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incremento de la expresion de estas proteinas antioxidantes representa un
mecanismo de hepatoproteccion, el cual se ve reflejado en la disminucién notable, a
los 30 dias de tratamiento con la dieta HC, de otras proteinas. Mientras, que a los 15
dias de tratamiento, no se observaron diferencias, esto podria deberse a que los
ratones expuestos a la dieta HC las células hepéticas transcurren por un estado de

adaptacion.

Otra interpretacion sobre la disminucion en el contenido de proteinas totales se
podria relacionar con el hecho de que los ratones alimentados con dieta HC
experimental cursen por una insuficiencia hepatica aguda que ocurre cuando se
produce dafio masivo del higado, y se compromete al menos el 70% de la masa
hepatica funcional, esto produce alteracion de una o mas funciones hepaticas, por
ejemplo el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas o la sintesis de
proteinas plasmaticas (Guyton, 1993)esto podria verse reflejado en una disminucion
en el contenido de proteinas plasmaticas extraidas con fuerza ionica,por ejemplo la

hipoalbulinemia (Figura 19).

El nivel de actividad y el patron de especies enzimaticas de las ChEs son especificos
de especie y tejido. En los mamiferos, la actividad AChE se localiza principalmente
en el sistema nervioso (Deutsch et al., 2002, Dori y Soreq, 2006, Perrier et al., 2005)
y muscular, pero también en las células sanguineas y placenta (Deutsch et al., 2002,

Gomez et al., 2003, Perrier et al., 2005, Dori y Soreq, 2006).
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Se ha establecido que el higado intacto, en cultivos primarios o lineas celulares
derivadas de higado de mamiferos poseen la capacidad de sintetizar AChE
(Schuman y Hunter, 1986; Bermisone et al., 1989; GOmez et al., 2000; Ruano et al.,
2000, Garcia-Ayllon et al., Askar et al., 2011, 2006, 2012). En la figura 21, se
mostraron los cambios en la actividad acetilcolinesterasa respecto al volumen (U/ml)
en el higado de ratones alimentados con dieta HC, fueron mas drasticos en la
fraccion de las proteinas fuertemente unidas a la membrana (especies enzimaticas
fuertemente unidas a la membrana). Se ha descrito este comportamiento en la
actividad AChE de la fraccion unida a membrana de rata expuesta de manera cronica
al etanol (Ruano et al., 2000).

Asimismo, en el analisis de los niveles de la actividad AChE en higado de ratas
cirréticas por ligado del ducto biliar después de tres semanas, se ha observado una
disminucién en un 50% en la actividad comparada con la actividad extraida de
higado de ratas control-simuladas de operacion (no-ligadas). La disminucion se
relacion6 con una pérdida de la forma tetramérica de la AChE (Garcia-Ayllon et al.,
2006). Sin embargo, en un estudio en higado humano cirrético no se determinaron
cambios en la actividad respecto a controles sanos. Pero si se informaron cambios
significativos en los niveles de proteina y en sus mensajeros para la AChE (Garcia-
Ayllon et al., 2012).

Por electroforesis en geles de almidén o poliacrilamida, se han detectado varias
esterasas en higado de roedores (Kaneko et al., 1972). Los valores de actividad
especifica estimados en ratones control de la cepa C57BL/6 (0.4 U/g tejido) fueron

similares a los valores estimados en otras estirpes de ratén, 129Sv (0.35 + 0.03 U/g
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tejido) (Li et al., 2000) y en higado de rata (Perelman y Brandan, 1989; Perelman et
al., 1990). El analisis de la actividad especifica acetilcolinesterasa en higado de
ratones alimentados con dieta HC experimental (Figura 22) mostré diferencias
significativas a 2 y 30 dias de tratamiento, siendo distinta en ambos casos. Mientras
gue a los dos dias, se observé un aumento significativo en las especies enzimaticas
débilmente unidas a la membrana (fraccién S1) de los ratones alimentados con la
dieta HC en comparacion con los ratones controles. A los 30 dias de tratamiento con
dieta HC, se observo una disminucion en las proteinas unidas débilmente unidas a la
membrana (fraccion S1) y un aumento en las proteinas fuertemente unidas a la
membrana (fraccibn S2) en comparacion con los ratones control. Este
comportamiento parece reflejar el hecho de que el HGNA en comparacion con la

cirrosis es un estado agudo y reversible de una patologia hepatica.

Asimismo, parece reflejar un efecto diferencial sobre la sintesis de proteina. En el dia
2 de tratamiento con la dieta HC repercute de manera positiva en la sintesis de
proteinas deébilmente unidas a membrana, entre las que se incluirian formas

moleculares de la AChE con caracter hidrofilico.

Se podria esperar que la disminucién en el contenido de proteinas totales favorezca
valores mayores de actividad especifica AChE en la fraccibn de las proteinas
débilmente unidas a membrana al dia dos de tratamiento. En tanto, que al dia 30 de
tratamiento con la dieta HC, las proteinas hidrosolubles disminuyen de manera
considerable, pero no repercutieron sobre los valores calculados de la actividad

especifica AChE.
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Respeto de los dos péarrafos anteriores, para establecer la disminucién en las formas
hidrofilicas, seria necesario realizar el andlisis de formas moleculares por la
centrifugacion diferencial de gradientes de densidad sacarosa, o bien, determinar el
nivel de los transcritos AChE que sustentan la actividad acetilcolinesterasa con

cardcter hidrofilico.

Como se ha descrito, en los ratones C57BL/6 la administracion de la dieta HC
experimental provocdé cambios en la actividad acetilcolinesterasa en higado que
pueden tener repercusiones a nivel fisioldgico. A) Participar como un filtro hidrolitico
a la llegada de la acetilcolina circulante en sangre, impidiendo el acceso a los
receptores muscarinicos y/o nicotinicos, y asi impedir sus efectos negativos. A este
respecto, en higado de raton y rata se ha establecido la presencia de monémeros y
dimeros de AChE anclados por un enlace glicofosfatidilinositol (Perelman et al.,
1990; GbOmez et al.,, 2000) que son abundantes en dominios de membrana
plasmatica denominados “balsas lipidicas” de los hepatocitos y células sinusoidales
(Pol et al., 1999). B) Relacionado con el papel de filtro, las evidencias sefialan que en
el higado normal cada compartimento de célula precursora hepética (HPC),
conocidas como células ovales esta rodeado por un cierto nimero de hepatocitos,
gue inhiben la unién de la acetilcolina a los receptores muscarinicos tipo-3 ubicados
sobre las HCP. Cuando ocurre una pérdida y alteracién en la proliferacion de los
hepatocitos la actividad colinesterasica disminuye proporcionalmente a la severidad
en la pérdida de los hepatocitos. Esto facilita que la acetilcolina ejerza sus efectos

troficos sobre los HPC, en tanto, la biomasa de los hepatocitos se restaura
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(Cassiman, et al 2002). Lo anterior, se relaciona con el elevado nivel de irrigacion

sanguinea que presenta el higado.

Adicionalmente, se sabe que el higado graso representa una progresion hacia al
desarrollo de la cirrosis y en casos extremos es posible que degenere a
hepatocarcinoma. La actividad especifica AChE se vio alterada de manera positiva
desde los dos dias de tratamiento, y al igual que en las proteinas totales, se observo
un proceso adaptativo a los 15 dias de tratamiento con la dieta HC, y al llegar a los
30 dias nuevamente se evidencio un aumento en la actividad AChE. Estos resultados
podrian relacionarse a que el HGNA, en sus estadios tempranos probablemente
refleje dafio tisular ocasionado por el estrés oxidante y el exceso de colesterol en los

hepatocitos (Gutiérrez-Ruiz, 2012).

Probablemente la actividad de la AChE se pueda utilizar como un indicador para
detectar carcinomas hepaticos (Zhao et al.,, 2011) La posibilidad de que la AChE
participa en el desarrollo de n6dulos cancerosos requiere mas investigacion (Garcia-

Ayllon et al., 2012).

Los niveles séricos de actividad de BChE han sido ampliamente utilizados como una
prueba de la funcién hepatica. S6lo unos pocos estudios con un bajo namero de
pacientes se han evaluado los niveles de colinesterasa en el higado humano
(George, 1981, Manoharan et al., 2007). Como se mostro, la actividad BChE extraida
de higado de ratones tratados con la dieta HC fue superior en la fraccién S2

(fuertemente unidas a membrana) estadisticamente a los dias 15 y 30 (Figura 23)
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(U/ml), y a los 30 dias de tratamiento en ambas fracciones que la estimada en

ratones control.

El mecanismo molecular por el que se sustenta la participacion de la actividad BChE
en el metabolismo lipidico; a) Interactua de manera directa o a través de una accion
sinérgica con esterasa de colesterol. Hecho que sustenta en las correlaciones
significativas entre la actividad de la BChE y los niveles de triglicéridos, colesterol-
HDL y colesterol-LDL (Kutty y Payne, 1994; Valle et al., 2006; Alcantara et al., 2005),
b) Regula en la degradacion de butirilcolina, un intermediario del metabolismo
lipidico, A este respecto, se ha demostrado que existe una estrecha relacién entre
BChE sérica, colesterol y triglicéridos (Randell, 2005). En estudios experimentales
durante el engorde de cerdos, se observd un aumento en la actividad BChE, se
consideré que probablemente se debia a una respuesta adaptativa de la sintesis
hepatica de ésta enzima en el metabolismo lipidico (Randell, 2005) asociacion entre
la acividad BChE sérica con la enzima lecitina-colesteol acil-transferasa, cuyos
valores fueron inferiores a los normales en la enfermedad hepética y mas altos en la
hipertrigliceridemia enddgena y, también se correlacioné positivamente con el
colesterol sérico y los triglicéridos, por lo tanto, se ha sugerido que ambas enzimas
hepaticas pueden ser inducidas por un recambio intensificado en los lipidos y las

lipoproteinas séricos. (Cucuianu, 1978)

Teniendo en cuenta, lo anterior nuestros resultados representan una evidencia sobre
la participacién de la actividad BChE sobre el metabolismo de los lipidos en la

condicion de HGNA generada por el tratamiento con una dieta experimental HC.
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Siendo probablemente las formas fuertemente unidas a membrana (S2) de la BChE
residentes en las células hepéticas, las posibles responsables de participar en el

metabolismo de los lipidos en el higado.

Con base en los resultados en la actividad BChE en las fracciones débilmente unidas
a membrana (S1), se puede considerar que la dieta experimental HC, también se
vieron alteradas. Esto con base en las siguientes observaciones. A los 30 dias de
tratamiento se observé un efecto negativo significativo en el contenido de proteinas
hepaticas (Figura 19), y en los dias 2 y 30 de tratamiento. Teniendo en cuenta, a) La
estimacion de la actividad BChE se ha usado como una prueba de la funcion
hepatica o como un indice de la sintesis de proteinas (Faye, 1988), b) Por su
caracter hidrodindamico hidrofilico, las especies enzimaticas que componen la
fraccion S1, seran parte de la actividad BChE plasmatica (Figura 32 y Figura 33), c)
se ha sugerido que el contenido de la proteina BChE en plasma es dependiente de la

funcidén hepética normal y el adecuado suministro de aminoacidos (Lockridge, 1988).

Algunas funciones alternativas de la BChE: a) Proteger a la actividad AChE de la
inhibicién por exceso de la acetilcolina, debido a que la BChE, no es inhibida, Al
hidrolizar al neurotransmisor impide efectos deletéreos en las uniones
neuromusculares y en otros sitios colinérgicos (Neville et al., 1990; Soreq, et al.,
1992), b) Control de los niveles de colina y acetilcolina plasmaticos, c) Hidrolizar los
ésteres de colina téxicos que se originan del metabolismo de los lipidos (Clitherow et
al., 1963), d) Estabilizacion de lipoproteina- cuando BChE interactua con el sitio

fosfocolina de la fosfatidilcolina de la lipoproteina, €) Influir en la presion sanguinea,
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porgue la acetilcolina induce la vasodilatacion por estimular la liberacion de 6xido
nitrico via los receptores muscarinicos endoteliales (Valle, 2008), g) Hidrolizar a
farmacos, como la aspirina, succinilcolina. Este dltimo relajante muscular cuando se
administra a pacientes deficientes en la actividad BUChE son paralizados por 2h
debido a que no hidrolizan al relajante, a diferencia de sujetos normales, cuyo efecto

dura entre 3 a 5 minutos.(Lockridge, 1990; Ostergaard et al., 2000).

Las colinesterasas son glicoproteinas que durante su procesamiento post-
traduccional se les incorpora cuando exponen un residuo de asparagina (sitio
potencial de glicosilacion) un oligosacarido rico en manosa en el lumen del reticulo
endoplasmico rugoso (RER). El oligosacéarido contiene en su base, dos residuos de
N-acetilglucosamina, luego nueve residuos de manosa y tres residuos de glucosa, la

composicion del oligosacarido se modifica entre el RER y el Complejo de Golgi.

Para que una proteina abandone el RER requiere que se hayan eliminado dos o tres
glucosas por accion de las glucosidasas | y Il, y ademas cuatro manosas por
actividad de manosidasas. El glicotipo de exportacion debe contener. dos N-
acedtilgucosamina, cinco manosas, una o0 sin glucosa. Las colinesterasas se

desplazaran en vesiculas de transporte del RER al Complejo de Golgi.

La funcionalidad enzimética compartamentalizada de éste dltimo facilita la adicién o
eliminacién de azucares, en las cisternas Cis (cara de formacién) y medias. La
eliminacién de residuos de manosa ocurre en las regiones Cis y media, facilitada por

las manosidasa | y manosidasa Il. Como se muestra para las especies enzimaticas
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AChE (Figura 25) y BChE (Figura 28), la lectina de Con-A permitié establecer
diferencias en la incorporacién y/o modificacion en la presencia de los residuos de
manosa. Los resultados en los ratones alimentados experimentalmente con dieta HC
evidencian que se indujo una glicosilaciéon aberrante reflejada por una nula
interaccion con la lectina Con-A. Los resultados parecen sefialar la ausencia de
residuos de manosa expuestos, razon por la que no se determinaron valores de
interaccion (Figura 25). Mientras, que en el caso de la presencia de residuos de
manosa en las especies enzimaticas BChE, se observa que el tratamiento con una
dieta rica en colesterol, no modific6 en patrén de incorporaciéon y/o modificacion

(Figura 28).

El analisis de la incorporacion de resiudos de manosa asociados a centros de fucosa
en las especies enzimaticas AChE extraidas sin detergente de higado de ratones
alimentados experimentalmente con dieta HC mostré6 un doble efecto: al dia dos,
provoco una nula presencia, y a los dias 15 y 30, ya que indujo una mayor presencia.
Este comportamiento podria relacionarse con un efecto diferencial en las
glicosiltransferasas especificas.

En el caso de la incorporacion de los residuos de N-acetilglucosamina ocurre en las
cisternas media del complejo de Golgi catalizada por la enzima N-
acetilglucosaminotrasferasa | y el acido sidlico se incorpora a la enzima en la red
trans-Golgi ocurre la adicion de la acido sialico por la a-2,6-sialiltransferasa (Jiménez
y Merchant 2003). En la fraccion débilmente unida a membrana (S1) de los ratones

alimentados con dieta experimental HC fue evidente una tendencia a una menor
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interaccion con la lectina de Triticum vulgaris. Este comportamiento puede tener
varias consideraciones: a) El higado es el 6rgano productor de la actividad BChE
plasmética, la fraccion de las proteinas débilmente unidas a membrana (S1) podria
representar a éste tipo de especies enzimatica, b) La abundancia de formas
tetraméricas en plasma y su bajo contenido en el higado, se ha sugerido que
después de su ensamblado, éstas especies enzimaticas son secretadas
rapidamente, mientras que, las especies ligeras (fraccion fuertemente unidas a
membrana —S2-, se mantienen asociadas a membranas internas en las células
hepaticas (Gomez et al., 2000), c) estudios de mutagenesis dirigida han evidenciado
gue cuando se suprime(n) algun(os) sitio(s) potencial(es) de glicosilacion la vida
media de la enzima en circulacion es menor. En especies enzimaticas sin acido
sialico incorporado se reduce aun mas la vida media circulatoria. Por lo que, una
menor tendencia en la incorporacién de acido sialico podria relacionarse con una
alteracion en la vida media de enzima débilmente unida a membrana producida en el
higado (Kronman et al., 1995). Lo anterior abre la posibilidad de definir si se trata de
residuos de N-acetilglucosamina o acido sidlico, las fracciones S1 y/o S2 se
incubarian con sialidasa que podrian volver a incubarse con la lectina especifica y
compararse con los datos originales.

Pero en el caso de la interaccion con la aglutinina LCA, se observd que solo
controles parece presentaron manosas con centro de fucosa. El patron de interaccion
sefialé que los ratones alimentados con la dieta hipercolesterolémica parece que no

hubo incorporacion de este carbohidrato. Al igual que los que interactuaron con la
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aglutinina  WGA, donde solo los controles mostraron &cido sialico y/o N-
acetilglucosamina que fueron reconocidas por esta lectina. (Figuras 26 y 27)

Debido al elevado grado de irrigacion sanguinea que presenta el higado. Garcia-
Ayllén y colaboradores (2006) sefialan que la disminucion en los niveles de AChE
sérica y los patrones de glicosilacion en ratas cirréticas, pueden ser usados como
marcadores de cirrosis hepética. Se ha propuesto que el incremento en plasma de
las glicoformas de BChE ricas en fucosa tiene un valor pronéstico para identificar a
los pacientes con riesgo elevado de contraer cancer de higado, asi como para
discriminar entre los pacientes que presentan cirrosis y los que padecen hepatitis

cronica (Ohkura et al., 1994).
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11. CONCLUSIONES

La dieta hipercolesterolémica produjo una disminucién en el contenido de proteinas
totales (S1+S2) en higado de ratén desde el segundo dia de tratamiento, haciéndose
estadisticamente significativa a los 30 dias. La fraccionde las proteinas débilmente
unidas a membrana (S1), extraida usando amortiguador con fuerza iénica y sin
detergente (representando proteinas débilmente unidas a la membrana) en la que se

la dieta HC experimental repercutié negativamente.

Actividad acetilcolinesterasa:

La infiltracion grasa en el higado caus6 cambios en la actividad acetilcolinesterasa
respecto al volumen (U/ml) en el higado de ratones alimentados con dieta HC, fueron
mas drasticos en la fraccion de las proteinas fuertemente unidas a la membrana (S2)

(especies enzimaticas fuertemente unidas a la membrana).

En el caso de la actividad especifica (U/mg) se observd un aumento significativo en
las especies enzimaticas débilmente unidas a la membrana (fraccion S1) de los
ratones alimentados con la dieta HC en comparacion con los ratones controles. A los
30 dias de tratamiento con la dieta HC, se determind una disminucion en las
proteinas unidas débilmente unidas a la membrana (fraccion S1) y un aumento en las
proteinas fuertemente unidas a la membrana (fraccibn S2) en comparacién con los

ratones control.
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Actividad butirilcolinesterasa

La actividad BChE extraida de higado de ratones tratados con la dieta HC fue
superior en la fraccion que represento a las formas enzimaticas fuertemente unidas a
membrana a los 15y 30 dias, y a los 30 dias de tratamiento en ambas fracciones (S1
y S2). Los resultados parecen sefialar que las especies enzimaticas de la BChE
fuertemente unidas que representarian las residentes en las células hepaticas, son
las posibles responsables de participar en el metabolismo de los lipidos en el higado.
No obstante, con base en los resultados en la actividad BChE en las fracciones
débilmente unidas a membrana (S1), se puede considerar que la dieta experimental
HC, también se vieron alteradas. A los 30 dias de tratamiento se observé un efecto

negativo significativo en el contenido de proteinas hepaticas.

La actividad y/o estructura de ambos tipos de colinesterasas, presento cambios, esto
sugiere que la esteatosis hepatica puede relacionarse con la actividad de ambas

colinesterasas, siendo la AChE mas susceptible.

La alteracion estructura-funcion podria estar asociado con el procesamiento post-
traduccional anormal. En el caso de BChE, el cambio en la actividad sugiere una
asociacion con el sindrome metabdlico, la diabetes, la hipertension, la hiperlipidemia

y/o esteatosis hepatica.

La administracién de la dieta HC indujo cambios en la incorporaciéon de manosa

(Con-A) y fucosa asociada a manosa (LCA) que podrian influir en la estructura
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tridimensional y/o funcionalidad de las colinesterasas (AChE y BChE), y esto podia

verse reflejado en los cambios en la actividad de las colinesterasas.

Los resultados del andlisis de la glicosilacion mostraron:

a)

b)

El proceso de incorporacion y/o modificacion de los residuos de manosa es
especifico en cada colinesterasa

En las formas enzimaticas AChE de Ilos ratones alimentados
experimentalmente con dieta HC se alter6 la incorporacion y/o modificacion de
los residuos de manosa segun se desprende de la comparacion de los
porcentajes de interaccion la lectina de Concanavalia ensiformis.

En las especies enzimaticas AChE de los ratones alimentados con la dieta HC

se modifico la incorporacion de manosa asociada a centros de fucosa.
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