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ABREVIACIONS

ACAT: Acil colesterol aciltransferasa

ACP: Acil carrier protein

apo: apoproteína

ATP: adenosin trifosfat

BSA: Bovine serum albumin

BZF: Bezafibrat

CFB: Clofibrat

cit: citocrom

CMC: concentrado micel.lar crítica

CoA: coenzim A

DEA: Dietanolamina

DEHP: Di(2-etilhexil)ftalat

DTNB: Acid 5l5’-ditio-bis-(2-n¡trobenzoic)

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Acid etilendiamino tetracétic



FAD: Flavin adenin dinucleótid

FpD: NADH-citocrom b5 reductasa

Fpr: NADPH-citocrom c reductasa

GFB: Gemfibrozil

HDL: High density lipoprotein

HMG-CoA RD: hidroximetil-glutaril-CoA reductasa

IDL: Intermedium density lipoprotein

LCAT: Lecitin colesterol aciltransferasa

LDL: Low density lipoprotein

LPL: Lipoprotein lipasa

ms: microsomal

mt: mitocondrial

NAD(H): Nicotinamida dinucleótid (forma reduída)

NADP(H): Nicotinamida dinucleótid fosfat (forma reduída)

Pal-CoA: Palmitoil-Coenzim A

QM: Quilomicrons

REL: Reticle endoplasmátic llis



rpm: revolucions per minut

Tris: Tris(hidroximetil)aminoetá

VLDL: Very low density lipoprotein



INTRODUCCIO



L’ácid clofíbric o la seva forma esterificada, el clofibrat, així com diversos deriváis de la
seva estructura, bezafibrat, fenofibrat i gemfibrozil, es troben actualment en el mercat
farmacéutic espanyol sota la Indicado de fármacs hipolipemlants. Aquests fármacs están, dones,
indicáis en el tractament farmacología de les hiperlipoproteínémies, que, segons la Societat
Espanyola d’Arteriosclerosi, constltuelxen el factor de risc modlficable més important en

l’establlment de l’arterlosclerosl i la seva seqüela de malaltles cardiovascular.

Específicament, aquests compostos són fármacs de primera elecció en el tractament de:

- Hipercolesterolémia primaria: S’engloben en aquest apartat les hipercolesterolémies amb
elevació del colesterol plasmátic (normalment degut a un increment de la concentrado de
colesterol-LDL plasmátic circulant), i valors prácticament normáis de triglicérids. Entre elles
destaquen la hipercolesterolémia familiar essencial, la hiperlipoprotei'némia poligénica i la
hiperlipoprote'ínémia familiar combinada, en els cassos en que l’alteració predominant correspon
a les LDL (fenotips lia i alguns llb). En aquests cassos, els fármacs d’elecció serán, entre d’altres,
fenofibrat i bezafibrat.

- Hiperlipoprotei'némia familiar combinada, referint-se en aquest cas al fenotip llb tipie, en
qué es produeix una elevació conjunta deis nlvells de LDL I VLDL. En auest cas els fármacs
d’elecció són gemfibrozil, fenofibrat i bezafibrat.

- Hiperlipoprotei'némia tipus III, en la que es produeix una elevació patológica deis nivells
circulants de VLDL i IDL, amb el consegüent augment de les concentracions plasmátiques de
colesterol i de triglicérids. El fármac d’elecció será el clofibrat.

- Hipertrigliceridémies (tipus IV i V), en les que es produeix majoritáriament un increment
de triglicérids, llígats a les VLDL i QM. Els fármacs d’elecció serien gemfibrozil i clofibrat.



Malgrat que l’eficácia d’aquests fármacs és evident, no es coneix encara amb exactitud quin
és el mecanisme o mecanismes pels quals es produeix l’efecte hipolipemiant. Entre els
mecanismes proposats destaquen:

. Inhibició de la síntesi de VLDL, per afectado de la síntesi hepática de triglicérids.
. Estimulado del catabolisme de les LDL, per activado de les lipoproteinlipases

perifériques.
. Inhibició de la hidroximetilglutaril-CoA reductasa i estimulació de la expressió hepática

deis receptors de les LDL.
. Increment de la B-oxidació deis ácids grassos, tant mitocondrial com peroxisómica.

En qualsevol cas, les modificacions bloquímlques responsables del desencadenament
d’aquests processos, no están encara suflclentment dellmltades.

Els ácids grassos saturats, mono i polilnsaturats, son els constltuents essenclals deis

fosfolíplds de membrana, I deis fosfolíplds I triglicérids ¡ntegrants de les llpoprotelnes. Una
modificado en la composlcló d’áclds grassos pot alterar la flui'desa de la membrana, i afectar alxí
molts processos enzlmátlcs ( Prasad I col., 1986 ).

A part d’aquesta fundó estructural, alguns ácids grassos polilnsaturats, com l’ácid araquidonlc
(20:4 n-6), l’ácld elcosapentanolc (20:5 n-3) i l’ácid ádrenle (22:6 n-3), són coneguts precursora

blosíntétlcs de prostanolds. Aquests están ¡nvolucrats en nombrosos processos flslológics i
patológlcs, tais com la homeosásla, trombosl, reacclons al.lérglques I processos inflamatoris (
Willlam i col., 1988). Tanmatelx, s’ha observat que les dietes rlques en ácids grassos polilnsaturats
exercelxen un efecte hipolipemiant ( Desreumaux i col., 1977 ), relacionant alguns autors l’ln-
crement en l'actlvltat LPL amb el grau d’insaturacló deis ácids grassos ¡ntegrants deis fosfolíplds
de les lipoprote'ínes plasmátlques.

Es evident, dones, que una alterado de la composició quall i quantltativa deis ácids grassos

pot repercutir de manera molt important sobre el patró llpoprotelc plasmátic.
L’objectiu d’aquest treball ha estat estudiar l’efecte "¡n vltro" de l’ácid clofíbric, bezafibrat I

gemfibrozil sobre una serie d’enzlms hepátlcs que intervenen de manera directa o indirecta en

el procés de síntesi d’áclds grassos.



En concret, els enzims estudiáis han estat:

- Enzims de localització citosolica:

. Enzim escissor del citrat

. Málic deshidrogenase

. Enzim málic

. Glucosa-6-fosfat deshidrogenasa

* Enzims de localització microsomal

. Cadenes de transpon electrónic microsomal:
- NADH-citocrom c reductasa

- NADH-citocrom b5 reductasa
• NADPH-citocrom c reductasa

. Acil-CoA hidrolasa (també les acil-CoA hidrolases mitocondrial i citosolica)

Aquest treball s’inclou dins un projecte més ampli on s’avaluará l’efecte "in vivo" i "in vitro"
d’aquests i altres proliferadors peroxisómics sobre les vies biosintétiques hepátiques deis ácids
grassos.

El coneixement concret de l’activitat d’aquests fármacs sobre els enzims esmentats, permetrá
clarificar el mecanisme desencadenant de l’efecte hipolipemiant.



PART TEORICA



1. METABOLISME D’ACIDS GRASSOS

Els animáis obtenen els ácids grassos bé per la dieta, bé per la síntesi "de novo" a partir
d’acetil-CoA. La majoria d’ácids grassos son ingerits com a triglicérids, i, en menor grau, com a

fosfolípids i ésters de colesterol.

En l’intestí prim, la lipasa pancreática degrada els triglicérids a ácids grassos i 2-

monoacilglicerol. Els fosfolípids i ésters de colesterol també son hidrolitzats donant lloc a l’aparició
d’ácids grassos lliures. Aquests entren dins l’enterócit normalment per difussió. Un cop han estat
transformáis en acil-CoA ésters per acció de l’acil-CoA sintasa microsomal, s’utilitzen per

resintetitzar triglicérids, fosfolípids i ésters del colesterol, els quals es complexen amb apolipopro-
teines per formar lipoproteínes, principalment quilomicrons. Aquests son alliberats a la limfa, i a
través del conducte torácic arriben fins Punió de les venes subclavia i jugular, i entren a la sang.

La lipoproteinlipasa de l’endoteli vascular, actúa sobre els triglicérids i fosfolípids que

transporten les lipoproteínes, hidrolitzant-los i alliberant ácids grassos. Aquests ácids grassos,

juntament amb els que son transportats per l’albúmina sérica, són absorbits llavors per tres tipus
de cél.lules: miócits, adipócits i enterócits.

La utilització deis ácids grassos de cadena llarga que han arribat al citosol cel.lular, requereix
la seva conversió en CoA ésters. Les acil-CoA sintases están localitzades en el reticle

endoplasmátic, membrana mitocondrial externa i peroxisomes; per tant, els ácids grassos lliures
que han penetrat al citosol cel.lular, hauran de ser transportats a aquests orgánuls per tal de sofrir
activació metabolica. Aquest transpon es realitza a través de Punió deis ácids grassos a unes

proteínes citosóliques anomenades "proteínes transportadores d’ácids grassos" o "fatty acid binding
proteins". Aqüestes proteínes s’encarreguen d’estimular el transpon i dirigir els ácids grassos ais
diferents orgánuls ¡ntracel.lulars, així com de protegir els enzims i membranes cel.lulars de l’atac
deis ácids grassos i deis acil-CoA ésters (Sweetser, 1987). Recentment, s’ha identificat una nova

proteína citosólica anomenada "proteína transportadora d’acil-CoAs" o "acyl-CoA binding protein",
la qual, a diferéncia de l’anterior només és capag d’unir-se a acil-CoA ésters, pero no a ácids
grassos (Rasmussen, 1990).



El destí deis acil-CoA ésters formats depén del tipus de cél.lula on es trobin: així, en els
miócits, els acil-CoA es destinen sobre tot a la oxidació en la mitocondria per obtindre energía. En
els adipócits I hepatócits, el destí deis acil-CoA ésters depén de l’estat nutricional de l’animal: quan
hi ha un aport de nodrients adequat, la síntesi d’ácids grassos i la formació de triglicérids está
estimulada. En estat de dejú succeeix el contrari, está estimulada la 6-oxidació, que dona lloc a

la formació de cossos cetónics. Aquests, juntament amb els ácids grassos lliures constitueixen
fonts d’energia per a molts teixits en estat de dejú (Sweetser, 1987).

Els ácids grassos que han de sofrir 3-oxidació en la mitocondria, han de ser transferits a la
carnitina per poder travessar la membrana mitocondrial. L’enzim que catalitza aquesta transferencia
és la carnitinaciltransferasa I, present en la superficie externa de la membrana interna
mitocondrial. LLavors, la carnitinaciltranslocasa transporta el complexe a través de la membrana
interna mitocondrial, on, per acció de la carnitinaciltransferasa II, localitzada en la superficie
interna de la membrana interna, el grup acil es reconverteix en acil-CoA.

Dins la matriu mitocondrial, l’acil-CoA sofreix un procés de degradado anomenat B-oxidació,
que té lloc en quatre fases:

1. Deshidrogenado enzimática entre els átoms de carboni a i B, formant-se un enllag doble
en la cadena carbonada. L’enzim que catalitza aquesta reacció és l’acil-CoA deshidrogenasa, i
com a producte s’obté un trans-2-enoil-CoA.

2. Hidratado, etapa en que s’addiciona aigua al doble enllag format en l’etapa anterior. La
reacció, catalitzada per Penoil-CoA hidratasa, és estereoespecífica, dones només es forma el L-
isómer del 3-hidroxiacil-CoA.

3. Segona oxidació,per acció de la L-3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa, que converteix el
grup hidroxil de C-3 en grup ceto i genera NADH.

4. Ruptura del 3-cetoacil-CoA format en l’etapa anterior per acció del grup tiol d’una segona
molécula de CoA, formant-se acetil-CoA i un acil-CoA escurgat en dos átoms de carboni. La
reacció está catalitzada per Paciltransferasa de l’acetil-CoA o tiolasa.



Esquema 1. B-ox¡dac¡ó
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L’acil-CoA escurgat experimenta llavors un altre cicle d’oxidació, perdent dos átoms de carboni
més, i així successivament. En conjunt, una molécula de palmitoil-CoA (C 16:0) ha de sofrir set
cicles d’oxidació, produint vuit molécules d’acetil-CoA. L’estequiometria completa de la 6-
oxidado del palmitoil-CoA és:

Pal-CoA + 7 FAD + 7 NAD+ + 7 CoA + 7 H20

1
8 Ac-CoA + 7vFADH2 + 7 NADH + 7 H*

La 6-oxidació no només es produeix en la mitocóndria sino també en els peroxisomes. Si bé
la contribució de la mitocóndria a la B-oxidació és, en condicions normáis, del 80-95%, en

determinades dietes i tractaments farmacológics pot ¡ncrementar-se la contribució de la B-oxidació
peroxisómica ( Brady i col., 1989 ). Aixó és el que succeeix, per exemple, quan s’utilitzen fármacs

hipolipemiants, com el clofibrat i deriváis, que actúen com a proliferadors peroxisómics, almenys
en rosegadors. Els enzims de la B-oxidació peroxisómica són diferents deis mitocondrials, dones
són insensibles a KCN i generen H202 com a resultat de la seva acció ( Hawkins i col., 1987 ).

En els peroxisomes, l’ácid gras, usualment de cadena (larga, s’activa a acil-CoA per acció
d’una acil-CoA sintetasa localitzada en la membrana. Les següents reaccions ténen lloc en la
matriu peroxisómica. L’acil-CoA és reduít per l’acil-CoA oxidasa a trans-2-enoil-CoA. consumint
02 i rendint H202 . Aquesta és la reacció velocitat limitant. Les dues següents reaccions són
catalitzades per una prote'ína multifuncional que engloba les activitats enoil-CoA hidratasa i
3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa. La reacció final está catalitzada per la 3-cetoacil-CoA tiolasa.



Els acet¡l-CoA formats en la 6-oxidació ténen tres destins dins la cél.lula:

1. Ser oxidáis a C02 ¡ HzO en el cicle de l’ácld cítric

2. Formar cossos cetónlcs (acetacetat, D-B-hidroxibutirat i acetona)

3. Síntesi d’áclds grassos

En els organlsmes superiors, la síntesi d’ácids grassos té lloc al citosol, per accló d’un
complex multienzimátic anomenat ácid gras sintasa, constituít pels set enzlms que intervenen en

la síntesi. En el centre del sistema es troba la protei'na portadora de grups acil fácil carrier
protein"). Aquesta és una molécula que conté un grup prostétic de fosfopante'ína que té per fundó
esterificar-se amb els intermediaris de la síntesi deis ácids grassos.

L’etapa crucial en la síntesi d’ácids grassos és la carboxilació de l’acetil-CoA per donar
malonil-CoA. L’acetil-CoA que s’utilitza prové de la mitocóndria, pero per sí sol no pot travessar
la membrana mitocondrial. Per fer-ho, cal que reaccioni amb l’oxalacetat per formar citrat el qual
travessa fácilment aquesta membrana, passant al citosol. Llavors actúa l’ATP citrat liasa o enzim
escissor del citrat, el qual, consumint ATP i CoA, dona lloc a oxalacetat i acetil-CoA a partir del
citrat que ha sortit al citosol. L’oxalacetat, per tornar a entrar en la mitocóndria, ha de ser redu'ít
a malat per la malat deshidrogenasa; després, el malat és descarboxilat formant-se piruvat, el
qual és capag de entrar dins la mitocóndria. Aquesta reacció és catalitzada per l’enzim málic, el
qual consumeix NADP* i genera NADPH. Aquest és utilitzat com a font de poder reductor per la
síntesi d’ácids grassos



Esquema 2

Oxalacetat
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NAD*

Malat

NADP+

NADPH + H+ E.málic

v

-Piruvat

La carboxllacló de 1’acetll-CoA és una reacció irreversible catalitzada per l’acetil-CoA
carboxilasa, l’activitat del qual está regulada per fosforilacló-desfosforllació
( Hardle, 1989 ). Aquest enzlm conté un grup prostétlc de biotina. La carboxllacló té lloc en dues
etapes: primer es forma un intermedlárl de carboxlblotlna a expenses d’un ATP.
Llavors el grup C02 es transfereix a 1’acetll-CoA, formant-se malonll-CoA.
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Abans que puguin comengar les etapes reais de la síntesi deis ácids grassos, cal que els
grups acetil i malonil es transfereixin a l’acil carrier protein, formant-se acetil-ACP i malonil-ACP.
Aquests dos es condensen, formant acetacetil-ACP i alliberant C02. Les tres etapes següents
són:

1. Reducció de l’acetacetil-ACP a D-3-hidroxibutiril-ACP, actuant el NADPH com a agent
reductor

2. Deshidratado del D-3-hldroxibutiril-ACP a crotonll-ACP

3. Reducció del crotonil-ACP a butiril-ACP. La font de poder reductor és també el NADPH

En el segon cicle de la síntesi, el butiril-ACP es condensa amb malonil-ACP, i tornen a

produir-se les etapes de reducció, deshidratació I segona reducció. Després d’un total de set cicles
s’obté palmitoil-ACP, que per acció d’un enzim hidrolític dona lloc a ácid palmític. Aquest és el
principal producte de la sintasa citosólica, encara que en menor proporció s’obté també ácid
esteáric.

L’estequiometria de la síntesi de palmitat és:

Acetil-CoA + 7 Malonil-CoA + 14 NADPH + 7H*

Palmitat + 7 C02 + 14 NADP* + 8 CoA + 6 H2 O
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Esquema 3. Síntesi d'ácids grassos

H3 C-CO-S-ACP + ' OOC-CH2-CO-S-ACP

C02<- j

ACP4-

Condensació

H3 C-CO-CH2-CO-S-ACP

NADPH + H+

NADP )+ < '

18 reducció

H3C-CHOH-CH2-CO-S-ACP

H,0< ' Deshidratació

H3C-CH=CH-CO-S-ACP

NADPH + H+-

NADP+ <-

2S reducció

H3C-CH2-CH2-CO-S-ACP



El NADPH necessari per les etapes reductores de la síntesi procedeix de dues fonts,

depenent del tipus de cél.lula:

- En cél.lules hepátlques, el NADPH es forma sobre tot per acció de la glucosa-6-fosfat
deshidrogenasa, enzlm que transforma la glucosa-6-fosfat en 6-fosfogluconat

- En adipocits, la principal font de NADPH és la reacció de descarboxilació de malat a piruvat,
catalitzada per l’enzim málic.

L’ácid palmítlc, producte principal de l’ácid gras sintasa de les cél.lules animáis, és el
precursor d’altres ácids grassos de cadena més Marga, que s’obtenen peí procés d’elonaació. El
principal substrat per Pelongació és el palmitoil-CoA, que s’obté a partir d’ácid palmític per acció
de 1’acil-CoA sintasa. Un altre enzim microsomal, 1’acil-CoA hidrolasa, té justament l’acció
contrária: trenca el CoA éster, treient substrat per Pelongació.

En el fetge, cervell i altres teixits, hi ha dos sistemes d’elongació, un situat en el reticle
endoplasmátic ( sistema microsomal ), i l’altre en la mitocóndria ( Vanee i Vanee, 1985 ).
Darrerament s’ha demostrat Pexisténcia d’un sistema d’elongació peroxisómic.

El sistema d’elongació microsomal és el més eficag, i té lloc en quatre fases:

1. Condensació de Pacil-CoA amb malonil-CoA per formar un B-cetoacil-CoA. Aquesta és la
reacció velocitat limitant ( Vanee i col., 1985 ), i es té l’evidéncia que existelxen tres enzims
condensants diferents, per ácids grassos saturats, monoinsaturats, i poliinsaturats ( Prasad i col.,
1986 ).
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2. Reducció del B-cetoac¡l-CoA a B-hidroxiacil-CoA

3. Deshidratado de l’alcohol secundan per formar trans-2-enoil-CoA

4. Segona reducció del doble enllag en trans, obtenint-se un acil-CoA allargat en dos átoms
de carboni

Es pot observar que les etapes son molt similars a les de la síntesi "de novo", pero h¡ ha
algunes diferéncies:

- en les etapes reductores de l’elongació, tant NADPH com NADH poden ser utilitzats com

a donadors d’electrons, en tant que en la síntesi s’utilitza exclusivament NADH

- els enzims de l’elongació actúen separadament, a diferencia deis enzims de la síntesi, que
constitueixen un complex multienzimátic que no es pot separar en components individualment
actius.

El sistema d’elongació microsomal está connectat amb un sistema de desaturació d’ácids
grassos. En mamífers existeixen quatre desaturases diferents: Z? ,Z5, iZÍ, que actúen sobre
diferents substrats, introduint-hi dobles enllagos segons el següent mecanisme ( Jeffcoat,1979 ):

CH3-(CH2)x-CH2-CH2-(CH2)y-CO-S-CoA + NADH + 02

y

CH3-(CH2 )x-CH=CH-(CH2)y-CO-S-CoA + 2H20 + NAD*



Les quatre desaturases ténen requeriment absolut d’oxígen mol.lecular, que actúa com a

acceptor de dos parells d’hidrógens, un del NADH i Paltre de 1’acil-CoA ( Vanee i col., 1985 ).

La desaturacló en els mamífers está subjecta a una serie de normes:

- el primer doble enllag en un acil-CoA saturat s’introdueix en la posició 9

- com que els sistemes animáis no poden introduir dobles enllagos més enllá de la posició
9, els subsegüents dobles enllagos s’insereixen entre el ja existent i l’extrem carboxil de la cadena
carbonada. En canvi, les plantes introdueixen el segon i tercer doble enllag entre el ja existent i
el grup metil terminal. Degut a aixó, els animáis són absolutament depenents de les plantes per
obtindre ácids grassos amb dobles enllagos en les posicions 12 i 15 (linoleic i a-linolénic), que són
precurssors de prostanoids i s’anomenen ácids grassos essencials.

- en els animáis superiors sempre hi ha d’haver un grup metilé entre dos dobles enllagos.
Per aixó, cal que l’elongació alterni amb la desaturació. Així, per reaccions que alternativament
introdueixen dobles enllagos i adarguen la cadena carbonada, s’obtenen els ácids grassos de les
series n-9, n-7, n-6 i n-3.

Els electrons necessaris per les reaciions de desaturació i elongació deis ácids grassos

provenen de dos sistemes transportadors d’electrons presents en la fracció microsomal hepática
(lian i col., 1981; Tamura i col., 1988).
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2. HIPERLIPOPROTEINEMIES I EL SEU TRACTAMENT

Metabolisme de les lipoproteines

Els lípids es transporten en sang units a apolipoproteínes, constituint les lipoproteines.
L’estructura d’aquestes consta d’un nucli de trlgllcérlds ¡ ésters de colesterol envoltat per una
esfera de fosfolípids, colesterol lliure I prote'fna ( Monk i Todd, 1987 ).

Majorltáriament h¡ ha quatre tipus de lipoproteines, que es classifiquen segons la seva

densitat: quilomicrons (QM), lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL), lipoproteines de baixa
densitat (LDL) i lipoproteines d’alta densitat (HDL).

Els lípids ingerits amb la dieta son solubilitzats en l’intestí per les sais biliars i absorbits per

les cél.lules de la mucosa intestinal, on es formen els QM ( Perry, 1986). Aquests constitueixen
la forma en que els lípids exógens són transportáis des de l’intestí a la limfa i al plasma. Un cop

alliberats a la circulado sistémica, els QM són metabolitzats per la lipoproteinlipasa (LPL) de
l’endoteli vascular, de forma que la majoria deis triglicérids que contenen són elimináis, i es formen
els anomenats QM remanents ( lllingworth , 1987 ). Aquests contenen apoprotei'na E, que és
reconeguda per receptors hepátics específics que s’encarreguen de la seva recaptació ( Mahley
i Angelin, 1984 ).

Les VLDL són sintetitzades peí fetge, i actúen com el major transportador de triglicérids
endógens ( lllingworth, 1987 ). Les VLDL són catabolitzades, a l’igual que els QM, per la LPL,
conduint a la formado de lipoproteines de densitat intermitja (IDL). Les IDL poden interaccionar
amb receptors hepátics que reconeixen la apoprotei'na E (lllingworth, 1987 ) i ser catabolitzades,
o bé convertir-se extrahepáticament en LDL, les quals constitueixen el principal transportador de
colesterol ( Perry, 1986 ). El catabolisme de les LDL té lloc en les cél.lules perifériques i en el
fetge, i és facilitat per vies mitjangades i no mitjangades per receptors. La recaptació de les LDL
per receptors d’alta afinitat produeix una inhibido de la biosíntesi hepática de colesterol ( per

inhibido de la hidroximetilglutaril-CoA reductasa, degut a l’aport de colesterol), un increment de
la velocitat d’esterificació del colesterol intracel.lular I una disminució del nombre de receptors



d’alta afinitat per la LDL (lllingworth, 1987 ). Les LDL están constituides sobre tot per ésters de
colesterol, i la seva fundó principal és proveir colesterol ais teixits. Conseqüentment, les
concentracions de LDL están directament correlacionades amb el risc de patir malalties coronáries.

La quarta classe de lipoproteines son les HDL. Aqüestes deriven de les HDL immadures que

son secretades peí fetge i l’intestí. Alternativament, també poden formar-se a partir de les VLDL
i QM, després de la hidrólisi deis triglicérids per la LPL ( Nicoll i col., 1980 ). Durant la madurado
de les HDL, el colesterol lliure de la seva superficie és esterificat amb ácids grassos per acció de
la lecitin-colesterol aciltransferasa (LCAT). Aquesta reacció fa que constantment decreixi el nivell
de colesterol no esterificat en el compartiment plasmátic, i porta a un eflux de coleste-
rol des de les superficies cel.lulars a les HDL Aixó és el que s’anomena transpon revers de
colesterol ( Frohlich i Pritchard, 1989 ). Les HDL actúen, dones, com un receptacle peí colesterol,
transferint-lo des deis teixits periférics al fetge, d’aquí la correlació inversa entre les concentracions

plasmátiques de colesterol-HDL i l’aterosclerosi i el risc de malaltia coronária (Gordon i col., 1977).

Classificació de les hiperlipoprotemémies

Fredericckson i Lee (1965), van classificar les hiperlipoprotemémies segons el patró
electroforétic de les lipoproteines presents en el sérum en nivells anormalment alts :

. Tipus I : Es caracteriza per un increment en els nivells plasmátics de QM

. Tipus II a : S’anomena també hipercolesterolémia familiar essencial, i es manifesta per un

augment del colesterol i de les LDL, en tant que el colesterol-HDL es troba disminu'ft. Els nivells
de triglicérids i de VLDL son normáis.

. Tipus II b : Es caracteriza per uns nivells de colesterol, LDL, triglicérids i VLDL
anormalment alts.
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. Tipus III: Es caracteritza per una acumulado de IDL, possiblement per un bloqueig parcial
del metabolisme de les VLDL a LDL, rápida producció de apo B o nivells anormals de apo E. Les
concentracions de triglicérids i colesterol sérics es troben també incrementades.

. Tipus IV : Es manifesta per nivells elevats de VLDL, amb la consegüent hipertrigliceridémia
i recíproca depressió de Ies HDL. El colesterol-LDL és normal, pero el colesterol total pot ser alt
degut a Pincrement en el colesterol-VLDL.

. Tipus V També anomenada hiperlipémia mixta familiar, es caracteritza per Pacumulacló de
VLDL i QM, I possiblement está causada per un detecte en el catabollsme deis triglicérids
endogens i exógens.

. Tipus VI . Les HDL es troben Incrementades, en tant que els nivells de colesterol,
triglicérids, VLDL i LDL son normáis.

Les formes més habituáis en el nostre medí són la lia I la llb, sent la causa més comú la
dlsminucló en el nombre de receptors d’alta aflnltat per les LDL. En altres cassos, els receptors
ténen una aflnltat reduTda per les LDL o ténen localltzacions que permeten la unió pero no la
internalització de les LDL.

La classlflcacló de Frederlckson dona poca Informado sobre l’etlologla del desordre lipidie.
La American Heart Assoclatlon, va suggerlr una classiflcacló etiológlca ( Gotto I col., 1984) on es

consideren tres categorles:

1. Hiperllpoproteínémles prlmáries (origen genétic):
■ anormalitat en els receptors
- anormalitat en les apolipoproteínes
- anormalitat enzlmática
- deficiencia d’apollpoprotéínes
- deficiéncia enzlmática



23

2. HiperlipoproteTnémies secundarles:
- diabetis mellitus

- pancreatitis
- hipotiroidisme
- mieloma múltiple
- ingestió d’alcohol
- síndrome nefrótica

- obesitat
- embarás

- lupus eritematosus sistémic
- fármacs

3. Hiperlipoproteínémies d’origen dietétic:
* dieta rica en greix i colesterol
- obesitat

L’elevació de colesterol en sang está directament relacionada amb l’incidéncia de malaltia

isquémica coronária ( Perry, 1986 ). Si bé el paper del colesterol és ciar, no se sap encara si la
relació entre hipertrigliceridémia i aterosclerosi és causal o casual, pero les evidéncies són
suficiente per justificar la instaurado de tractament ( Hawkins i col.,1987). En el tractament de les
hiperlipoproteínémies s’aconsella intentar corregir Palteració mitjangant mesures higiénico-dietétiques.
Si aixo no és suficient, cal recorrer al tractament farmacológic. El principi actiu s’escollirá segons

el tipus d’hiperlipoproteínémia que es vulgui corregir:



Tipus

lia

llb

III

1a elecció 2a elecció

Resines Probucol

. colestiramina Gemfibrozil

. colestipol Neomicicina

Acid nicotínic

Inhib. HMGCoA RD

. lovastatina

. simvastina

Der. ác. clofíbric

. fenofibrat

. bezafibrat

Acid nicotínic Colestiramina

Inhhib. HMGCoA RD Colestipol
. lovastatina Clofibrat

. simvastatina

Der. ác. clofíbric

. gemfibrozil

. fenofibrat

. bezafibrat

Acid clofíbric

Der. ác. clofíbric

. gemfibrozil

. fenofibrat

. bezafibrat

Inhib. HMGCoA RD

. lovastatina

. simvastina

Acid nicotínic



Tipus 1a elecció 2a elecció

IV Gemfibrozil Clofibrat

Acid nicotínic Bezafibrat

Fenofibrat
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3. PROLIFERADORS PEROXISOMICS

Molts deis fármacs hipolipemiants emprats peí tractament de les hiperlipoproteinémies
pertanyen al grup deis proliferadors peroxisomics. Aquests son un grup de compostos estructural-
ment dlferents que es caracteritzen perqué la seva administrado a rosegadors causa un ¡ncrement
en el nombre de peroxlsomes i una dismlnucló en els nlvells de trigllcérids plasmátics ( Reddy I
col., 1975 ). El grup de proliferadors peroxisomics ¡nclou no només fármacs hipolipemiants
relacionáis o no amb el clofibrat, sino també diversos plastlflcants i herbicldes:

- Clofibrat i análegs estructuráis
. Clofibrat

. Bezaflbrat

. Clproflbrat

. Clobuzarlt

. Fenoflbrat

. Gemflbrozll

. Metil clofenapat

. Nafenopina

. SaH-42,348

- Compostos estructuralment no relaclonats amb el clofibrat
. Acid acetilsallcíllc

. BR-931

. Colestiramlna

. Acld nicotínlc

. Tladenol

. Acld tíbrlc

. WY-14,643



- Plastificants i compostos relacionáis
. D¡(2-et¡lhex¡l)ftalat
. Di(2-etilhexil)adipat
. Mono(2-etilhex¡l)ftalat
. 2-et¡letanol

- Herbicides

. Acid 2,4-diclorofenoxiacétic

. Acid 2,4,5-triclorofenoxiacétic

. Acid 4-cloro-2-metilfenoxiacét¡c

Respostes hepátigues a l’administració de proliferadors

peroxisómics

Les alteracions morfológiques i bioquímiques induídes en rosegadors per l’administració de
proliferadors peroxisómics són qualitativament similars, encara que la magnitut de les alteracions
hepátiques está en relació amb ia poténcia hipolipemiant de l’agent ( Reddy i col., 1982 b; Cohén
i Grasso, 1981 ). Les respostes hepátiques produTdes per l’administració de proliferadors
peroxisómics han estat extensament estudiades, i poden dividir-se en:

1. Hepatomeaália

Es el creixement del fetge mesurat com un increment de la relació de pesos fetge/cos, i
sembla ser una resposta característica deis animáis de laboratori exposats a diversos xenobiótics
( Reddy i Lalwani, 1983 ). L’administració crónica de clofibrat, així com d’altres agents hipo-
lipemiants, produeix una hepatomegália adaptativa, no patológica ( Dalton i col., 1974 ).
L’hepatomegália és dosl-depenent i pot o no reflectir canvis ultraestructurals (Lazarow i col., 1982).

El creixement del fetge es produeix rápidament en resposta a l’administració de clofibrat,
assoleix un estat estacionan ais 10-14 dies i torna ais nivells normáis després de 10-14 dies de
suspendre el tractament ( Reddy i Lalwani, 1983 ).



L’hepatomegália es produeix com a resultat de la hipertrofia i la hiperplásia ( Beckett i col.,
1972 ), aquesta darrera deguda a un increment de la síntesi de DNA i de la mitos! junt a una

disminució de la velocitat d'apoptosi ( Kraupp i col., 1989 ). L’increment en la síntesi de DNA i
de la mitosi no representen, pero, una hiperplásia reparativa, sino un fenómen replicatiu, donada
l’abséncia de citotoxicitat i de necrosi hepatocel.lular ( Levine i col.,1977; Reddy i col., 1979 ).

2. Proliferació del reticle endoplasmátic llis (REL)

La proliferació del REL en fetge de rata té lloc en resposta a la primera dosi de clofibrat,
i reverteix quan s’atura el tractament ( Hess i col., 1965 ). Aquesta proliferació s’associa amb un

increment concomitant de certs enzims microsomals, sobre tot el citocrom P-450. Específicament,
augmenten les activitats:

- aminopirina desmetilasa ( Platt i Cockrill, 1969 )
- metabolisme de testosterona ( Salvador i col., 1970 )
- citocrom P-452

Aquest darrer és un isoenzim constitutiu del citocrom P-450 ( Bains i col., 1985 ). Els nivells
constitutius del citocrom P-452 són aproximadament un 5% del total de citocrom P-450, pero el
tractament amb clofibrat eleva aquest nivell a un 45% ( Hawkins i col.,1987 ). La fundó més
important del citocrom P-452 és la w i w-1 hidroxilació deis ácids grassos. El clofibrat estimula la
w-hidroxilació deis ácids grassos de cadena mitja per acció del citocrom P-452 unes 10 o 20
vegades. La magnitud i especificitat d’aquest increment suggereix que la w-hidroxilació juga un

paper important en el catabolisme accelerat deis ácids grassos associat amb l’acció deis agents

hipolipemiants (Sharma i col., 1988 ), encara que alguns autors consideren que la w-hidroxilació
deis ácids grassos de cadena mitja és independent de l’acció hipolipemiant del clofibrat ( Reich
i col., 1986 ).

Per altra banda, el tractament amb agents hipolipemiants produeix una marcada depressió
de les activitats deis isoenzims citocrom P-450b i citocrom P-450 c.

La proliferació del REL s’associa també amb l’estimulació de les activitats d’altres enzims
microsomals que intervenen en el metabolisme lipidie. Per exemple, l’administració de clofibrat a
ratolins adults incrementa l’activitat de la glicerofosfat aciltransferasa unes 2-3 vegades en 24



hores. L’inducció d’aquest enzim podría explícar-se per la necessitat d’incrementar la biosíntesi de
glicerolípids com a conseqüéncia de la hepatomegália i la proliferació del REL i deis peroxisomes
( Das i col., 1983 ). La biosíntesi de lípids en el reticle endoplasmátic s’ha d’incrementar per tal
de subministrar els lípids per aquests orgánuls.

També resulten estimulades peí tractament amb clofibrat les activitats de la estearoil-CoA
desaturasa microsomal ( Kawashima i col., 1983 ) i de la 1-acil-glicerofosíoril- colina
aciltransferasa ( Kawashima i col., 1984 a).

Respecte a la estearoil-CoA desaturasa s'ha comprovat que el clofibrat només l’estimula
"¡n vivo", en tant que no resulta afectada quan el clofibrat s’addiciona al medi d’incubació de
microsomes de rates no tractades. Aixó suggereix que no es tracta d’una estimulació directa del
sistema de desaturació. Sembla ser que el tractament amb clofíbric només afecta la desaturasa
terminal, sense afectar Pactivitat NADH-citocrom b5 reductasa ni el contingut en citocrom b5.

En quant a la inducció de la 1-acil-glicerofosforilcolina aciltransferasa ( Kawashima i col.,
1984 a ), pot operar, juntament amb la de la glicerofosfat aciltransferasa, per incorporar l'ácid
oleic produit per la estearoil-CoA desaturasa que ha estat estimulada , en la fosfatidilcolina.

L’análisi, després del tractament amb clofíbric, de la composició de la fosfatidilcolina, que
és el fosfolípid més abundant de la membrana microsomal, revel.la una duplicado de la proporció
de 18:1 i una marcada reducció de la de 18:2 ( Kawashima i col., 1984 b ).

Per altra banda, el tractament amb ácid clofíbric també incrementa el contingut en 18:1
lliure. Aixó implicaría un increment en Pactivitat no només de la estearoil-CoA desaturasa , sino
també de Pelongació microsomal del palmitoil-CoA, dones 18:1 es sintetitza a partir de 16:0 per

l’acció concertada de Pelongació i la desaturació .

Per investigar aquesta possibilitat, Kawashima i col. ( 1984 b) van estudiar els efectes de
Padministració de clofíbric sobre Pelongació del palmitoil-CoA en microsomes hepátics, trobant que
aquesta resulta incrementada unes 2.3 vegades. L’inducció deis sistemes d’elongació i desaturació
provoca un augment de la proporció relativa de 18:1 lliure i aixó, juntament amb l’estimulació de
la 1-acil-glicerofosforilcolina aciltransferasa i de la 1-acil-glicerofosfat acil-
transferasa provoquen el canvi detectat en la composició de la fosfatidilcolina.



En contrast amb aquests resultats, Landriscina i col. ( 1977 ) van trobar que el tractament
amb clofíbric reduia notablement l’activitat elongasa en els mlcrosomes hepátics. La rao per la
discrepáncia entre les dades presentades per Landriscina i Kawashima pot ser el primer que

utilitzen en l’assaig, que en el primer cas és acetil-CoA i en el segon palmitoil-CoA.

En un estudi anterior Landriscina i col. ( 1975 ) van descriure una important inhibició "in
vitro" de la elongació microsomal per acció del clofibrat.

Altres enzims microsomals que resulten indults per l’administració d’ácid clofíbric són l’acil-
CoA sintetasa ( Kawashima i col col., 1984 b), que augmenta la seva activitat unes 3 vegades
sense que vari'i la seva especificitat de substrat, i la NADPH-citocrom c reductasa (Facino i
Carini, 1981 ). En canvi, el tractament de rates amb una dieta contenint 0.5% p/p de clofibrat
produeix una disminució de l’activitat de l’altra cadena de transport electrónic microsomal, la NADH*
citocrom c reductasa ( Kawashima i Uy-Yu, 1989).

L’activitat de l’acil-CoA hidrolasa microsomal hepática sofreix només un petit increment

després del tractament amb clofibrat, a diferencia de l’acil-CoA hidrolasa del citosol hepátic, que
s’incrementa molt ( Katoh i col., 1987 ).

3. Proliferació peroxisómica

L’hepatomegália indui'da pels proliferadors peroxisómics en rosegadors está associada amb
una hipertrofia de les cél.lules del fetge, que és deguda principalment a un increment en el nombre
de peroxisomes del citoplasma (Reddy i Lalwani, 1983 ). La proliferació peroxisómica está relacio-
nada amb l’administració de compostos hipolipemiants, pero no amb la de agents exclusivament
hipocolesterolémics, com el probucol ( Barnard i col., 1980 ). No tots els hipolipemiants són
¡gualment efectius alhora de produir proliferació peroxisómica. Així, el metil clofenapat, ciprofibrat,
Wy-14-643, nafenopina, tiadenol, fenofibrat i ácid tíbric són molt més potents que clofibrat,
bezafibrat i gemfibrozil ( Reddy i Lalwani, 1983 ).

L’augment del nombre de peroxisomes comenga a les 24 hores de l’administració de la
primera dosi de clofibrat o qualsevol altre proliferador, assoleix un estat estacionan ais 14 dies,
i es manté mentre el fármac es continua administrant ( Reddy i Lalwani, 1983 ).
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La proliferació peroxisómica no només es produeix en rosegadors, sino que també s’ha
detectat en hepatócits humans després de tractaments prolongáis amb gemfibrozil ( de la Iglesia
I col. 1982 ) o clofibrat ( Hanefeld i col., 1980 ).

Els peroxisomes hepátics son orgánuls citoplasmátics de forma esférica o oval, constitu'íts
per una membrana simple que envolta una matriu granular amb una inclusió central d’urat oxidasa
( Hawklns i col., 1987 ), la qual no aparelx en els peroxisomes humans. Entre les funcions deis
peroxisomes destaquen la respirado, metabolisme lipidie, producció d’energia i metabolisme
oxidatiu. Es de particular interés la existéncia d’una via de B-oxidació peroxisómica que difereix
notablement deis enzims de la B-oxidació mitocondrial, per exemple en que la primera no és
inhibida per KCN ( Hawkins i col., 1987). També es considerava que la peroxisómica no requería
carnitina ( Lazarow, 1982 ), pero treballs recents han demostrat l’existéncia d’una car-
nitinac¡Itransferasa peroxisómica ( Ramsay i col., 1988). Les dades obtingudes per Brady i col.
(1989) confirmen que la carnitinpalmitoiltransferasa mitocondrial i la peroxisómica, s’indueixen
concomitantment per acció de certes drogues, com clofibrat i ácid acetilsalicílic.

Lazarow (1977) va demostrar l’increment de l’activitat de la B-oxidació en el fetge de rates
tractades amb clofibrat, ácid tíbric o Wy-14,643. En els darrers 5 anys, nombrosos fármacs
hipolipemiants i ésters de ftalat s’han mostrat com a potents inductors deis enzims del sistema de
B-oxidació peroxisómica, entre ells: enzim bifuncional peroxisómic ( Lalwani i col., 1981 ),
tiolasa ( Miyazawa i col., 1981 ), 2,4-dienoil-CoA hidrolasa ( Dommes i col., 1981 ) , 3-
hidroxiacil-CoA deshidrogenasa ( Hayashi i col., 1981 ) i acil-CoA sintetasa ( Krisans i col.,
1980 ).

La inducció de la B-oxidació peroxisómica es troba coordinada amb la del citocrom P-452,
segons el següent mecanisme ( Sharma i col., 1988 ): la inducció de la w-hidroxilació deis ácids
grassos a través del citocrom P-452, seguida d’oxidació en el citosol, produeix un increment en
la formado d’ácids grassos dicarboxílics de llarga cadena. Aquests són captats pels peroxisomes,
dones el sistema de B-oxidació peroxisómic metabolitza principalment els ácids grassos de cadena
molt llarga ( Christiansen, 1978 ), captado que és facilitada per la co-inducció de la car-

nitinaciItransferasa. En els peroxisomes, donat que la B-oxidació está incrementada, aquests ácids
grassos s’escurcen, de forma que es facilita la seva entrada en la mitocóndria, dones aquest

orgánul no pot metabolitzar fácilment els ácids grassos de cadena llarga.
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Una altra fundó deis peroxlsomes és la respirado, mltjangada per cinc oxidases amb gran

afinltat per l’oxígen ( a excepcló de la glicolat oxidasa ), que generen H202 com a resultat de
la seva acoló ( Reddy i Lalwanl, 1983 ). Poc es conelx deis efectes deis proliferadors peroxisómlcs
sobre les activitats de la a-hidroxiacid oxidasa, d-aminoácid oxidasa i poliamina oxidasa. En
canvi, se sap que l’actlvitat de la uricasa s’incrementa més de dues vegades en rafes i/o ratolins
després del tractament amb clofibrat i altres hipolipemiants ( Moody ¡ Reddy, 1978 ).

Per altra banda, la catalasa, enzim que s’encarrega de degradar l’H202 produ'ít per

aqüestes oxidases, sofreix un increment de dues vegades en l’activltat específica ( Reddy i
Lalwanl, 1983 ).

4. Alteraclons mitocondrials

El tractament amb diversos agents hipolipemiants produelx prollferacló, canvls estructuráis
i indúcelo de certs enzlms en les mltocóndrles ( Hawklns i col., 1987 ).

En anlmals tractats amb clofibrat, s’ha detectat un increment del 50 al 100% en el contlngut
hepátic de mitocóndries ( Kurup i col., 1970 ), alxí com un marcat engrossiment d’aquestes (
Reddy i col., 1969 ).

Entre els enzlms mitocondrials que resulten afectats peí tractament amb agents hipolipe-
mlants es troben els de la B-oxidació. Les dades de Eacho ¡ Foxworthy (1988), demostren que

el bezaflbrat, a l’lgual que altres proliferadors peroxlsómics, inhlbelx la 8-oxldacló mltocondrlal.
Segons aquests autors, l’induccló de la 8-oxldacló peroxlsómlca podría ser una resposta adaptatlva
a la inhlblcló d’aquest procés en la mitocóndrla.

Altres autors, en canvi, suggerelxen una indúcelo coordinada de la B-oxidació en

peroxisomes ¡ mitocóndries ( Brady I col., 1989 ), juntament amb la de les carnitinpalmi-
toiltransferases peroxisómica i mltocondrlal. L’increment en l’activltat de la carnitin pal-
mitoiltransferasa mltocondrlal és degut, en part, a un increment de la quantltat d’aquest enzim,
resultat d’un augment en la velocitat de transcripció I en els nlvells de RNAm específlc ( Brady i
Brady, 1989 ).



Per altra banda, l’activitat de la carnltin acetiltransferasa mitocondrial hepática augmenta
unes 10 vegades en rates tractades amb clofibrat, facilitant així el transport de l’acetil-CoA format
extramitocondrialment a la mltocóndrla ( Chrlstiansen i col., 1978 ).

La fracció mitocondrial hepática d’animals tractats amb clofibrat, exhibeix una capacitat
incrementada per oxidar acilcarnitines de cadena curta, en tant que l’oxidació de palmitoil i erucoil-
carnitina mostra molt poca variació ( Christiansen i col., 1978 ).

Les mitocóndries de fetge de rata contenen cinc acil-CoA deshidrogenases FAD-depenents.
D’elles, les tres que están involucrades en la 6-oxidació d’ácids grassos de cadena simple (butiril,
octanoil i palmitoil-CoA deshidrogenases ) veuen incrementada la seva activitat un 48,116 i
98%, respectivament, en animáis tractats amb clofibrat. En canvi les activitats de la isovaleril i
de la isobutiril-CoA deshidrogenasa, que actúen sobre els acil-CoA ésters de cadena ramificada,
no resulten modificades ( Veitch i col., 1988 ).

També resulta afectat per l’administració de prolifera- dors peroxisómics el procés
d’elongació mitocondrial d’ácids grassos. Per exemple, el tractament de rates Sprague-Dawley
másele amb DEHP causa un increment de més de tres vegades en l’activitat del sistema

d’elongació mitocondrial, sense que resulti afectada l’activitat trans-2-enoiI-CoA reductasa
( Moody i Reddy, 1978 ).

Altres enzims mitocondrials induíts peí tractament amb proliferadors peroxisómics són l’acil-
CoA hidrolasa ( Berge i col., 1984 ), la glicerol-1-fosfat deshidrogenasa ( Westerfeld i col.,
1968 ) i les acil-CoA sintetases ( Krisans i col., 1980 ).

Finalment s’ha trobat que el clofibrat inhibeix "in vitro" la respiració mitocondrial en dos
punts: en la interacció del NADH amb la NADH-deshidrogenasa i en la del succinat amb la

succinat-dehidrogenasa i amb els citocroms ( Mackerer i Haettinger, 1984 ).
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Respostes renals a l’administració de proliferadors

peroxisómícs

A diferéncia del fetge, en el ronyó no s’observa augment ni proliferació del retlcle
endoplasmátic, sino només proliferació peroxisómica amb el corresponent increment de l’activitat
deis enzims de la B-oxidació peroxisómica ( Hawkins i col., 1987 ). També s’ha demostrat una

inducció del citocrom P-450 deis microsomes del córtex renal ( Hawkins i col., 1987 ).

Mecanismes de proliferació peroxisómica

S’han postulat tres possibles mecanismes:

a) Interacció de l’agent inductor i/o els seus metabólits amb un receptor citoplasmátic deis
hepatócits i de l’epiteli del túbul proximal de ronyó. El complexe proliferador-receptor interaccionaria
amb la cromatina per produír ¡ncrements selectius en la transcripció de RNAm específics de les
protei'nes peroxisómiques. Un receptor per la nafenopina va ser detectat en fetge de rata (Lalwani
i col., 1983 ), i recentment ha estat semi-purificat pels mateixos autors (1986). Milton i col.(1988),
en canvi, han demostrat la impossibilitat de detectar cap unió específica del fármac ais homogenats
hepátics, posant en dubte l’existéncia de tal receptor. Es possible que l’efecte observat no siguí

degut a la formació d’un complexe receptor-lligand, sino a la unió del lligand a altres protei'nes
cel.lulars, entre elles albúmina ( Milton i col., 1988 ), glutation-S-transferasa
( Awasthi i col., 1984 ) i protei'nes transportadores d’ácids grassos (fatty acid binding proteins).

b) L’influx d’ácids grassos en el fetge com a resultat del tractament amb proliferadors
peroxisómícs provoca una sobrecárrega de substrat que fa que es dispari la B-oxidació
peroxisómica ( Reddy i Lalwani, 1983 ). Cal teñir en compte, pero, que a baixes dosis de
bezafibrat es produeix una inducció de la B-oxidació sense que existeixi proliferació peroxisómica
( Beckett i col., 1972 ).
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c) Els agente hipolipemiants i/o els seus metabólits, donada la similitud de les seves

propietats fisicoquímiques amb les deis ácids grassos (C16 -Cia), poden actuar com a substrats
de la B-oxidació peroxisómica, iniciant una inducció enzimática com a resultat d’una sobrecárrega
de substrat ( Reddy i Lalwani, 1983 ).

Mecanismes de hipolipidémia

Si bé está ciar que el tractament amb agente hipolipemiants altera profundament el
metabolisme lipidie, la relació entre aqueste canvis i l’efecte hipolipidémic no es coneix amb
exactitud. Entre els mecanismes proposats per l’acció hipolipemiant están els següents:

1. La inducció del citocrom P-452, amb el consegüent increment de la w i w-1 hidroxilació
deis ácids grassos, pot resultar inhibitoria per la síntesi de triglicérids, dones totes dues vies
competeixen peí mateix substrat, produTnt així l’efecte hipolipemiant ( Hawkins i col., 1987 ).

2. La inducció deis enzims de la B-oxidació mitocondrial és, probablement, la major
contribució a l’efecte hipolipemiant ( Hawkins i col., 1987 ), juntament amb l’increment de la B-
oxidado peroxisómica, encara que aquesta darrera només contribueix en un 10% a la oxidado
total deis ácids grassos ( Mannaerts i col., 1979 ).

3. Efecte sobre les lipoprote'ines i el colesterol plasmátics:

a) Redueixen els nivells de VLDL, per una banda disminuínt la seva síntesi al redu'ir els
nivells d’ácids grassos lliures (Carlson i Olsson, 1979), pero sobre tot incrementant el catabolisme
de les VLDL a través de la inducció de la LPL .

b) Inhibeixen la hidroximetilglutarilCoA reductasa ( Berndt i col., 1978 ), tant "in vivo" com

"¡n vitro" . La inhibido en el cas de l’ácid clofíbric i deriváis és no competitiva ( Sheppherd i
Packard, 1988 ). La disminució del contingut en colesterol en la cél.lula produeix un increment
del nombre de receptors d’alta afinitat per la LDL ( Goldstein i Brown, 1983 ). El resultat final de
la inhibido de la colesterogénesi seria, dones, un increment en la recaptació i degradado de les
LDL ( Stewart i col., 1982 ). Així, el fármac produeix un increment deis receptors en tots els
subjectes, sense tindre en compte el valor inicial de triglicérids, suggerint que aquest mecanisme
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no és responsable de la variabilitat d’efecte del fármac segons el tipus de hiperlipidémia (en el
tipus lia es redueixen els nivells de LDL, en tant que en el tipus IV, la tendencia és a augmentar
els nivells de LDL-colesterol). Aquesta variabilitat d’efecte pot ser que derivi de l’acció del fármac
sobre la producció de LDL ( Stewart i col., 1982 ), possiblement per una estimulado de la LPL
que augmentada el flux de apoprote'ína B en la LDL ( Klose i col.,1980 ).

4. S’ha postulat que la reducció de triglicérids sérics que s’observa amb aquests compostos
és deguda al desplagament de la tiroxina de les seves proteínes d’unió per acció del clofibrat. Aixó
resulta en un efecte de hipertiroidisme en el fetge i de hipotiroidisme en altres órgans ( Ruegamer
i col., 1969 ), pero el paper de la tiroxina en la hipolipidémia observada no es coneix amb
exactitud ( Hawkins i col., 1987 ).

S’ha descrit que en rates tractades amb clofibrat, bezafibrat, gemfibrozil i nafenopina, l’efecte
hipolipemiant no és dosi-depenent, i no es correlaciona amb la proliferació peroxisómica, fet que
implicaria un menor paper deis peroxisomes en el mode d’acció deis agents hipolipemiants
(Stegmeier i col., 1982 ), de forma que la proliferació peroxisómica seria un efecte secundan amb
una contribució mínima a l’acció farmacológica ( Hawkins i col., 1987 ).

Carcinoaénesi

El desenvolupament de tumors hepátics en animáis tractats amb diversos proliferadors
peroxisómics mostra que aquests són carcinógens, almenys en rosegadors ( Reddy i col., 1980).

1. Tests de carcinoaenesi a curt plac

Es tracta de tests de mutagénesi, on s’assaja l’habilitat d’un compost per causar danys al
DNA, assumint que aquests danys condueixen a la mutació i subsegüent transformado maligna
( Bridges, 1980 ). Aquests tests han resultat negatius en la majoria de proliferadors peroxisómics:
clofibrat, nafenopina, ácid tíbric, Wy-14,643, SaH-42,348, BR-931 ( Warren i col., 1980 ),
gemfibrozil ( Fitzgerald i col., 1981 ), metil clofenapat i bezafibrat ( Reddy i col., 1982 a), MEHP
i DEHP ( Thomas i Thomas, 1984 ).



2. Tests de carcinoaénesi a liara plac

L’administració de clofibrat en la dieta a una concentrado del 0.5% p/p durant 28 mesos

provoca el desenvolupament de carcinomes hepatocel.1 ulars en un 91% deis animáis tractats
( Reddy i Qureshi, 1979 ). També Padmlnistració de nafenopina a ratolins produeix una incidéncia
del 100% de carcinomes hepatocel.lulars desenvolupats entre 18 i 20 mesos de tractament

( Reddy i col., 1976 ).

El tractament amb bezafibrat en concentracions efectives en disminuir els triglicérids sérics,
no incrementa la incidéncia de tumors hepátics en rates ( Fahimi I col., 1982), pero a dosis
substancialment més altes, sí ( Hartig ¡ col., 1982 ).

Altres agents hipolipemiants confirmáis com a tumorogénics són: ácid tíbric ( Reddy I col.,
1980 ), gemfibrozil ( Fitzgerald i col., 1981 ), Wy-14,643 ( Reddy I col.,1979), BR-931 ( Reddy
i col., 1980 ) i plastificants com DEHP i DEHA ( Reddy I Lalwani, 1983 ).

3. Possibles mecanismes d’hepatocarcinoaénesi

Les fases critiques del procés de carcinogénesi són la iniciado i la promoció. Els agents
iniciadors actúen per ¡nteracció directa amb el DNA, en tant que els promotors són agents no

mutagénics per sí mateixos, pero causen formado de tumors quan són administráis després de
la iniciado.

Tots els agents hipolipemiants assajats produeixen tumors hepátics en rosegadors després
d’un tractament prolongat a altes dosis, pero no ténen capacitat per produlr danys en el DNA, per
tant es consideren carcinógens epigenétics ( Hawkins i col., 1987 ). Sembla ser, dones, que a-

quests agents no causen iniciado, sino que actúen com a promotors ( Kraupp i col., 1989 ) sobre
cél.lules alterades per mutació espontánia o anormalitats genétiques heredades ( Williams i col.,
1981 ). També és possible que aquests agents provoquin la ¡niciació per un procés inicial no

genétic, o bé que el procés inicial genotóxic no sigui detectat per la insuficient sensibilitat deis tests

emprats ( Hawkins i col., 1987 ).



S’ha proposat que la carcinogénesi produída per aquests agents pot estar relacionada amb
l’increment dde la B-oxidació peroxisómica, que duu a una excessiva producció de H202. En
condicions normáis les glutation-S-transferases donen protecció en front deis hidroperóxids, pero
s’ha demostrat que el clofibrat inhibeix forta I irreversiblement aquests enzims ( Awasthii col.,
1984 ), quedant la cél.lula desprotegida en front del H202, que pot ser el responsable de l’efecte
iniciador ( Hawkins i col., 1987 ).

En conclusió: els agents hipolipemiants semblen posseir activitats iniciadores i promotores
de tumors, i és possible que l’efecte iniciador resulti d’una combinació d’efectes no mutagénics i
d’un efecte mutagénic encara no clarament definit que és mitjangat per l’acció indirecta d’aquests
agents.

4. Risc potencial en humans

A pesar que l’extrapolació de les dades obtingudes en animáis al risc potencial humá és
rarament satisfactoria, molts deis fármacs hipolipemiants esmentats poden representar un risc
potencial de carcinogénesi en humans. En aquest cas, cal considerar la relació entre el risc de
mortalitat cardiovascular I el de desenvolupar cáncer.
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4. CLOFIBRAT I ANALEGS ESTRUCTURAIS

a) Clofibrat

El clofibrat (etil 2-(4-clorofenoxi)-2-metilpropionat), va ser comercialitzat per primera vegada
l’any 1962, ¡ está reconegut com un fármac hipolipemiant torga efectiu. La Marga experiéncia
terapéutica ha convertit el clofibrat en un fármac de referencia per la comparado amb altres agents

hipolipemiants.

. Estudi farmacocinétic

- Absorció:

L’absorció del fármac és virtualment completa en l’home ( Cayen, 1985 ), segons un procés
de primer ordre ( Chasseaud I col., 1974 ), sent de 3-6 hores el temps que es tarda en assolir
la concentrado máxima plasmática ( Houin i col., 1975 ). L’absorció és, dones, completa pero

relativament lenta. Un cop absorbit, el fármac és rápidament hidrolitzat per les esterases sériques
I tissulars a ácid clofíbric, que és la forma farmacológicament activa del clofibrat ( Thorp, 1962 ).

- Nivells plasmátics:

La vida mitja del clofibrat en el plasma humá és de 14 a 18 hores ( Sedaghat I col., 1974).
Els nivells plasmátics s’incrementen linealment amb la dosi, i van de 35 ng/ml després d’una dosi
de 500 mg ( Houin i col., 1975 ) a 160-200 ^ig/ml després d’una dosi de 2000 mg ( Gugler i
Hartlapp, 1978 ).

- Unió a proteínes:

El clofibrat s'uneix molt a les proteínes. El percentatge d’ácid clofíbric lliure és només d’un
3% en l’home I d’un 25% en la rata ( Cayen I col., 1981 ). Gugler I Hartlapp (1978), van trobar
que Punió a les proteínes varia amb la concentració plasmática de clofibrat, mantenint-se al voltant
del 98% a 50 ng/ml i decreixent al 92% quan la concentració s’incrementa a 300 p.g/ml.
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El clofibrat desplaga a la tlroxina deis seus llocs d’unló a l’albúmina ( Thorp, 1972 ),
provocant un increment en la concentrado de tlroxina en el fetge. Malgrat que aquest efecte
hlpertlrold incrementarla el catabolisme lipidie, sembla que no té relacló amb l’actlvitat hlpollpe-
mlant del fármac ( Nazareth I col., 1974 ).

L’ácid clofíbric també competelx amb els ácids grassos lliures per la seva unió a l’albúmina
(Thorp, 1972 ), i s’ha suggerit que la disponibilitat d’aquests per la síntesl de trlgllcérids es troba
alxí redu'ida ( Barret, 1969 ). El desplagament deis ácids grassos lliures per accló del clofibrat és
més pronunclat quant més llarga és la cadena de l’ácid gras ( Melsner, 1977 ).

A pesar de tot l’esmentat, sembla que el principal paper de la unió del clofibrat a les
proteínes és regular el seu transpon per Porganlsme, i no té res a veure amb l’acció hlpollpemlant.

- Dlstrlbució:

El volum de distrlbució total del clofibrat en l’home és petit, entre 5 I 9 I ( Houin i col., 1975;
Gugler, 1978 ). L’extenslva unió del fármac a les proteínes limita la seva distrlbució en els telxlts,
encara que un 5% de la dosi es troba present en el fetge després de tres hores de l'adminlstracló
( Cayen I col., 1977 ).

- Blotransformacló i excreció:

En l’home l’ácid clofíbric s’excreta sobre tot per l’orina ( Houin I col., 1975 ), i com que

galrebé no sofrelx metabolisme de fase 1, s’elimlna prlnclpalment sense transformar o bé com a

conjugal Entre un 60% ( Houin i col., 1965 ) i un 95% ( Caldwell i Emudianuglle, 1979 ) de l’ácid
clofíbric urinari está conjugat, prlnclpalment com a glucurónid.

Mecanlsme d’accíó

El mecanlsme d’accló del clofibrat a nivell cel.lular no és ben conegut. Se sap que

incrementa el catabolisme de les VLDL degut a una estimulado de la LPL ( Taylor I col., 1977;
Kudchodker ¡ col., 1984 ), pero no es conelx el motlu d’aquesta actuado. Petltes reduccions en

la síntesl i/o secrecló de les VLDL poden teñir lloc, pero el fármac no és gaire efectlu en aquest

aspecte ( Perry, 1986 ). L’efecte hlpocolesterolémlc del clofibrat és moderat i variable.



Altres efectes són:

• interferencia amb l’unió deis ácids grassos liiures a l’albúmina

- inhibició no competitiva de la biosíntesi de colesterol

- alterado del metabollsme de cedes apo11poproteTnes

■ increment de l’excreció fecal d’esterols neutres

Us clínic

El clofibrat és el fármac d’elecció peí tractament de pacients amb hiperlipoprote'inémla tlpus
III, en els quals provoca una reducció del colesterol i trlgllcérlds plasmátlcs del 50 al 80%, i
conduelx a la regressló deis xantomes (llllngwodh, 1987 ).

Quan s’admlnlstra a pacients amb hipertrigliceridémia prlmárla, provoca una dismlnucló de
més del 75% en els nivells de colesterol I trlgllcérids plasmátlcs, pero freqüentment produeix
increments en les concentraclons de LDL-colesterol ( Wilson I Lee, 1972 ),

El clofibrat és ¡nefectlu en pacients amb hlpercolesterolémia primarla I molt poc en les
malaltles assoclades amb Increments del colesterol-LDL (lllingworth, 1987 ).

SI bé els homozigots tipus II i els heterozlgots tlpus lia no responen a la terápia amb
clofibrat, el fármac es considera de segona elecció en els heterozlgots tipus llb, en els que les
VLDL es traben ¡ncrementades.

El clofibrat és rarament prescrlt per altres dlsllpémles que no siguln la tlpus III, degut a la
alta incidéncia de colelltlasis i de tumors malignes de colon que produeix ( Dujovne i Harris ,1989).



b) Bezafibrat

El bezafibrat és l’ácid 2-(4-(2-(4-clorobenzamido)et¡l)fenoxi)-2-metilprop¡6n¡c, fármac
hipolipemiant relacionat estructuralment amb el clofibrat.

Estudi farmacocinétic

- Absorció i nivells plasmátics:

Els estudis amb dosi única han demostrat una quasi completa absorció després de
l’administració oral; un 100% de la dosi administrada és excretada en un plag de 48 hores (
Monk I Todd, 1987 ).

En comparació amb el clofibrat, el bezafibrat és més rápidament absorbit, pero produeix
concentracions plasmátiques més baixes en Pestat estacionan. Aixó s’explica per l’aclariment més
rápid i l’abséncia d’acumulació del bezafibrat.

- Distribució:

Es disposa de poca informació sobre el volum de distribució del bezafibrat, que es calcula
en uns 17 I (Abshagen i col., 1980 ). A l’igual que el clofibrat, s’uneix en gran proporció a ales
proteínes plasmátiques: 94-96% ( Monk i Todd, 1987 ).

- Biotransformació i excreció:

L’eliminació del bezafibrat de l’organisme té lloc rápidament. Un 43% de la dosi administrada
s’excreta com a tal en l’orina, un 22% s’excreta com a glucurónid, i el 22% restant com a altres
metabólits, incloent el derivat hidroxilat. L’aclariment renal és de gran importáncia per l’eliminació
de bezafibrat, i es calcula en uns 6 l/h ( Abshagen i col., 1979 ).



Mecanisme d’acció

El mecanisme d’acció del bezafibrat no es coneix amb exactitud. El fármac provoca diferents
efectes en els enzims involucráis en el metabolisme de lípids i de lipoprotelnes, pero no está ciar
quins d’aquests efectes involucren una acció directa del bezafibrat.

Entre els efectes sobre voluntaris sans, es pot destacar que el bezafibrat redueix les
concentracions de triglicérids i colesterol total en serum ( Oster i col., 1985 ), augmenta la
concentrado de colesterol-HDL i redueix la de colesterol-LDL. En malalts hiperlipidémics el fármac
té un efecte variable sobre la concentració de colesterol-LDL, depenent del perfil lipoproteic abans
del tractament (Gavish i col., 1986). En aquests malalts, la reducció deis triglicérids va associada
a una marcada reducció de les VLDL, dones el catabolisme d’aquestes es veu incrementat degut
a la estimulació de la LPL ( Shepherd i col., 1984 ). De totes formes, no está ciar si aquest és
un efecte directe del bezafibrat o subsegüent a canvis indu'its per aquest en els components

proteics de les lipoprotelnes. En concret, s’ha descrit que el bezafibrat produeix un increment en
la concentració de la apoproteína cll, que activa la LPL, pero no en la de la apoproteína clll, que
inhibeix aquest enzim ( Monk i Todd, 1987 ).

En estudis amb animáis, s’ha vist que el bezafibrat inhibeix la hidroximetilglutaril-CoA
reductasa ( Berndt i col., 1978 ) i la ACAT ( Hudson i Day, 1982 ), pero aquests fets no s’han
confirmat en l’home. De totes formes, és possible que la sfntesi de colesterol estigui inhibida,
dones s’ha vist que el bezafibrat incrementa l’activitat del receptor de les LDL en pacients amb
hiperlipoprotéinémia tipus II ( Stewart i col., 1982 ), activitat que depén de la concentració
¡ntracel.lular de colesterol. Aixó pot produír la reducció del colesterol-LDL que s’observa en aquest
tipus de malalts.

En canvi, en la hiperlipoprotéinémia tipus IV, els nivells de colesterol-LDL poden veure’s
incrementáis per la terápia amb bezafibrat.

Us clínic

El bezafibrat s’utilitza principalment per tractar anormalitats lipídiques en malalts amb
hiperlipoprotéinémia tipus lia, llb i IV. En aquests cassos, el fármac actúa reduTnt les con-

centracions de colesterol i triglicérids plasmátics. El colesterol-HDL és incrementat en tots els
tipus d’hiperlipidémia, pero sembla que l’efecte és més gran quant més baixa és la concentració



inicial d’aquesta lipoproteína; per aixó pot teñir valor terapéutic en paciente amb deficiencia en

HDL.

Les reaccions adverses del bezafibrat són, en general, benignes: les més freqüents són
alteracions gastrointestinals i reaccions cutánies ( Monk i Todd, 1987). També pot incrementar la
litogénesi biliar, encara que la incidéncia sembla ser molt més reduída que en el tractament amb
clofibrat.

c) Gemfibrozil

El gemfibrozil és un ácid fenoxipentanoic no halogenat, en concret és l’ácid 5-(2,5-
dimetilfenoxi)-2,2-dimetilpentanoic, estructuralment diferent de clofibrat i bezafibrat, pero que es

classifica dins el grup deis derivats de l’ácid fíbric.

Estudi farmacocinétic

• Absorció:

Després de l’administració oral de gemfibrozil, Tabsorció és rápida i completa (Todd i Ward,
1988 ). La concentrado del fármac en el plasma és directament proporcional a la dosi, i tendeix
a augmentar amb les administracions repetides, encara que l’estat estacionan s’assoleix entre 7
i 14 dies ( Smith, 1976 ). Després de l’administració de 600 mg de gemfibrozil 3 cops al dia, les
concentracions máximes del fármac en plasma están entre 15 i 25 mg/l ( Okerholm i col., 1976).

- Distribució:

En rates, les concentracions plasmátiques del fármac només són excedides per les deis
órgans involúcrate en el metabolisme i l’excreció: fetge i ronyó ( Todd i Ward, 1988 ). "In vitro",
el gemfibrozil s’uneix a Palbúmina humana en un 87-98% a concentracions terapéutiques (Anónim,
1982 ).
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- Metabolismo ¡ excreció:

El gemfibrozil es metabolitza per hidroxilació donant quatre metabóiits diferents, deis quals
el més abundant és el que resulta de la carboxilació de l'anell benzénic. Tots els metabóiits i el
fármac no metabolltzat es conjuguen amb ácid glucurónic. Només el derlvat ácid benzolc s’excreta
en quantitats apreciables sense conjugar ( Okerholm i col.,1976 ).

L’excrecló es realitza sobre tot per l’orina (Todd i Ward, 1988 ); s’ha descrlt l’exlsténcia de
cicles enterohepátics en animáis d’experimentacló ( Okerholm i col., 1976).

Mecanisme d’acció

En váries especies anlmals, el gemfibrozil redueix les concentracions plasmátiques de
triglicérids ( Dvornik i Cayen, 1980 ), resultant un ordre de magnitud més potent que el clofibrat.
El colesterol total plasmátic no resulta afectat per l’administració del fármac ( Dvornik i Cayen,
1980 ), excepte en animáis alimentats amb dietes riques en colesterol ( Krause i Newton, 1985).

En subjectes normolipidémics, el gemfibrozil provoca disminució de les concentracions de

triglicérids i colesterol total i increment del colesterol-HDL ( Agustín i Gnasso, 1985 ).

El mecanisme peí qual el gemfibrozil realitza aqüestes accions no está clarament elucidat,
pero se sap que, a diferencia del clofibrat, inhibeix la formado de triglicérids, reduínt així la
producció de VLDL en el fetge ( Keseaniemi i Grundy, 1984 ).

Per altra banda, també potencia l’activitat LPL, ¡ncrementant així el catabolisme de les VLDL.
L’efecte sobre les LDL és variable, i les concentracions de HDL resulten incrementades

( Keseaniemi i Grundy, 1984 ).

A diferéncia del clofibrat, s’ha demostrat que el gemfibrozil estimula marcadament la

hidroximetilglutaril-CoA reductasa en rates ( Newton, 1985 ), de forma que un efecte directe del
gemfibrozil sobre els triglicérids hepátics i el metabolisme del colesterol sembla ser el mecanisme
d’acció més plausible ( Todd i Ward, 1988 ).
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Us clínic

En estudis clínics realitzats, el gemfibrozil ha mostrat ser efectiu en la disminució deis nivells
de triglicérids i VLDL en malalts amb hiperlipoproteínémies tipus II ¡IV ( Keseaniemi I Grundy,
1984 ). De fet, és ben tolerat i molt efectiu com a fármac de primera elecció en tots els tipus de
dislipémies caracteritzades per hipertrigliceridémia, excepte en el tipus I ( Todd i Ward, 1988 ).

Estructura química de clofibrat.bezafibrat i gemfibrozil



5. CADENES DE TRANSPORT ELECTRONIC MICROSOMAL

El reticle endoplasmátic deis hepatocits conté almenys dues cadenes de transport electrónic,
cadascuna d’elles constituida per una flavoprotei'na i un citocrom ( Nagi I col., 1983 ; lian i col.,
1981 ).

El primer d’aquests sistemes inclou una flavoprotei'na depenent de NADH anomenada NADH-
citocrom b5 reductasa, la qual transfereix els equivalents reductors des del NADH fins al citocrom
b5. A través d’aquest arriben també equivalents reductors al citocrom P-450, de forma que la
NADH-citocrom b5 reductasa intervé no només en el metabolisme lipidie sino també en el
metabolisme d’aiguns fármacs.

El segon sistema conté una flavoprotei'na NADPH-depenent anomenada NADPH-citocrom
P-450 (citocrom c) reductasa, capag de transferir electrons al citocrom P-450 i al citocrom b5,
així com a l’acceptor artificial, citocrom c. També el citocrom b5 pot transferir electrons al citocrom
P-450.

La molécula de la NADPH-citocrom P-450 reductasa és torga complexa. Conté quatre
dominis amb diferents funcions: segment d’unió a la membrana (I), domini d’unió al FMN (II),
lloc d’unió peí FAD (III) i domini d’unió peí NADPH (IV). Sembla ser que el domini II és el centre
actiu per la interacció amb els acceptors d’electrons: citocrom P-450, citocrom b5 i citocrom c

( Nisimoto I Ostuka-Murakami, 1988 ).

A diferéncia de la NADPH-citocrom P-450 reductasa, que utititza dos cofactors, la NADH-
citocrom b5 reductasa només utilitza FAD com a cofactor.

El que s’anomena NADH-citocrom c reductasa no és un sol enzim, sino que representa
la transferencia d’electrons des del NADH a la NADH-citocrom b5 reductasa, d’aquesta al citocrom
b5 i finalment a l’acceptor artificial, citocrom c.

En el següent esquema sindiquen les vies de transport electrónic microsomal, ¡ncloent-hi
els acceptors artificiáis:



Esquema 4. Sistemes de transport electrónic
microsomal

Citocrom c

Citocrom b5

NADPH + H+ — > Fpf > Citocrom P-450

NADP+

Citocrom c

El citocrom b5 juga un paper central com a portador microsomal d’electrons, que interactua
amb dues reductases diferents i transfereix electrons a moltes reacclons fislológiques:

- desaturació d’ácids grassos: El complex desaturasa consta de tres proteínes: NADH-
citocrom b5 reductasa, citocrom b5 i una desaturasa terminal. La transferencia d’electrons des del
NADH fins la desaturasa requereix una associació de les tres proteínes del complex en la
membrana microsomal ( Jeffcoat, 1979 ).

- elongació d’ácids grassos

- oxidacions mixtes catalitzades peí citocrom P-450, destacant específicament la w i w-1
hidroxilació deis ácids grassos, catalitzada per un isoenzim (citocrom P-452), que s’indueix a

('administrar proliferadors peroxisómics, com ja s’ha comentat en el capítol 3 d’aquesta part teórica.



- reducció de la metahemoglobina

- reducció de les N-hidroxilamines

- sfntesi de colesterol

- desaturació deis fosfolípids

- síntesi de plasmalógen

- desmetilació de 4-metilesterols

Cal destacar que de totes aqüestes funcions, sis d’elles están relacionades amb el
metabolisme lipidie.

La implicado del citocrom b5 en la transferencia d’equivalents reductors al sistema
d’elongació microsomal va ser establerta per Keyes i col. (1979), i en un estudi posterior ( Nagi
i col., 1983 ) es va establir que el lloc de participado del citocrom b5 en aquest procés és en la
primera etapa reductora de la elongació, catalitzada per la B-cetoacil-CoA reductasa, en tant que
en la segona reducció, catalitzada per la trans-2-enoil-CoA reductasa no hi intervé el citocrom
b5. Els electrons procedents del NADPH poden arribar al sistema d’elongació a través de la
NADPH-citocrom P-450 reductasa, pero el citocrom P-450 no está involucrat en aquesta
transferencia (lian i col., 1981).

La interacció entre el grup hemo del citocrom b5 i la NADH-citocrom b5 reductasa es

produeix per complementarietat de cárregues involucrant grups lisil de la reductasa i grups carboxil
del citocrom ( Dailey i Strittmatter, 1980 ). El segment del citocrom b5 que l’uneix a la membrana
microsomal no es requereix per aquesta transferéncia, i serveix només per mantindre el citocrom
en una orientado óptima per la interacció catalítica.



En canvi, per la ¡nteracció del cltocrom b5 amb la estearoll-CoA desaturasa o la NADPH-
citocrom P-450 reductasa es requereix tota la molécula, indos el segment unit a membrana.

Qualitativament, els mateixos grups carboxil (Glu 47,48 1 52,1 un grup proplonat del segment
hemo) son essencials per la interacció del citocrom b5 amb les dues reductases i amb la
desaturasa ( Dailey i Strittmatter, 1980 ). A diferencia del citocrom b5, el citocrom c interacciona
a través de cárregues positives que envolten Pextrem del grup hemo.

Donat que la NADPH-citocrom P-450 reductasa és capag d’interaccionar amb tots dos
citocroms, s’ha suggerit que aquesta reductasa posseeix dos dominis que permetin alternativament
la interacció amb les cárregues negatives del citocrom b5 i amb les positives del citocrom c.

El fet que la mateixa superficie del citocrom b5 pugui interaccionar rápidament amb tants
enzims diferents suporta la idea de que aqüestes proteínes es troben distribuídes a l'atzar en la
bicapa fosfolipídica I que les interaccions entre elles depenen de la difussió rotacional I trans-
lacional en aquesta bicapa ( Dailey i Strittmatter, 1980 ).



6. ACIL-CoA HIDROLASA

Les acil-CoA hidratases són enzims ámpliament distribuits en diferente órgans de diverses
especies animáis. Catalitzen la hidrolisi deis tioésters deis ácids grassos de cadena llarga (C7-
C18) ( Berge i col., 1981 ), presentant máxima activitat peí palmitoll-CoA; per aixó de vegades
reben el nom trivial de palmitoil-CoA hidrolasa . Així, dones, juguen un paper molt important en
el control de la síntesi d’ácids grassos, que utilitza acil-CoAs com a substrato, i de la longitud
d’aquests ácids grassos sinteteitzats ( Berge, 1979 ).

En el fetge exlsteixen 3 acil-CoA hidratases diferente, localitzades en els microsomes, la
matrlu mltocondrlal i el citosol.

L’acll-CoA hidrolasa microsomal ha estat purificada: és un monómer de PM 59000 D,
associat a membrana, no integral, caracterltzat per la preséncla de tres grups sulfhidril, un deis
quals está exposat al medi i sembla essencial per l’activitat enzimática. Els residus de cisterna són
essencials per mantindre la conformado activa de l’enzim, en tant que els de serina semblen
formar part del centre actiu ( Berge, 1980 ).

Berge i col., han purificat també l’acll-CoA hidrolasa de la matriu mltocondrial deis hepatóclts,
que té un pes molecular de 19000 D i presenta propietats diferente de la microsomal respecte a

inactlvacló térmica, efecte de cations i anions, Km peí palmitoil-CoA i ¡nactivació per grups sulfhidril
( Berge, 1980 ).

L’acil-CoA hidrolasa del citosol hepátic té una activitat molt baixa en condiclons normáis

(0.01 unitats/mg de proteína), pero el tractament de Panimal amb clofibrat provoca un gran

increment en aquesta activitat ( Katoh i col., 1987 ). Aquest increment és degut a la Indúcelo de
dues noves acil-CoA hidratases I i II, que són diferente de les hidrolases mitocondrial i microsomal
( Miyazawa i col., 1981 ). També són diferente entre elles: els seus pesos moleculars són 72000
i 40000 D respectivament, i en tant que la inducció de la hidrolasa I depen de l’estat d’andrógens
de l’anlmal, la hidrolasa II no respon a canvis en l’estat hormonal ( Kawashlma i col., 1982 ).



En contrast, les acil-CoA hidrolases de testicles i de cervell, no resulten indu'ídes peí
tractament amb ácid clofíbric, pero les activitats d’aquests enzims són de per sí molt altes en rates
control ( Katoh i col., 1987 ).

Es ¡nteressant el fet que les propietats de l’acií-CoA hidrolasa I del citosol hepátic són molt
similars en quant a pes molecular, cinética i estabilitat térmica a les de l’acil-CoA hidrolasa del
citosol de cervell i de testicles ( Katoh i col., 1987 ).

L’administració d’ácid clofíbric indueix també en el citosol hepátic deis animáis tractats una

tioesterasa amb capacitat per hidrolitzar el clofibroil-CoA. L’activitat clofibroil-CoA hidrolasa no és
deguda a la palmitoil-CoA hidrolasa, sino a un enzim específic que actúa com un mecanisme per

evitar la excessiva adiado del CoA-SH cel.lular ( Berge i col., 1987 ).

La cinética de l’acil-CoA hidrolasa, així com la d’altres enzims que utilitzen lípids amfifílics
com a substrat és torga complexa, dones aquests espontániament formen micel.les quan es troben
en un medi de reacció aquós per sobre de l’anomenada concentrado micel.lar crítica (CMC), fent
que les corbes cinétiques es desviín del model cinétic de Michaelis i Menten (Gatt i Bartfai, 1977).

Per l’acil-CoA hidrolasa només els monómers de palmitoil-CoA lliure, la concentració deis
quals és essencialment constant quan es supera la CMC, actúen com a substrats, en tant que les
formes micel.lars són inhibitóries ( Berge i col., 1987 ).

Per sota la CMC del palmitoil-CoA, l’enzim presenta comportament michaeliá. Per aixó, molts
cops l’addició de BSA posibilita l’ajust deis resultáis al model de Michaelis i Menten, dones
l’albúmina provoca un augment de la CMC, de forma que permet treballar amb concentracions
elevades de palmitoil-CoA sense que es formin micel.les.

En preséncia de BSA l’activitat de l’acil-CoA hidrolasa augmenta, dones, absorbint part del
substrat, l’albúmina provoca una disminució de la concentració de miceles inhibitóries. A una

concentració óptima d’albúmina, les micel.les desapareixerien, pero a l’excedir aquesta con-

centrado, inclús els monómers serien absorbits, el que conduiria a velocitats de reacció més
baixes ( Gatt i Bartfai, 1977 ).



A l’augmentar la concentrado de palmitoil-CoA, es requereixen concentracions més altes de
BSA per assolir l’activitat máxima. Per tant l’actlvacló de l’enzim per la BSA depén de la relacló
de concentracions Palmitoll-CoA/BSA. El máxlm d’activitat per 1’acll-CoA hidrolasa mlcrosomal es
troba a 120 nmol Palmitoll-CoA/mg de proteína (BSA + proteína enzimática) ( Berge, 1979 ).

Un problema addiclonal es presenta quan no es treballa amb enzlm purlficat sino amb
preparacions (suspensions de mlcrosomes o de mitocóndries) que contenen altres constituents
lipidies o proteics, els quals poden interaccionar amb el substrat ( Gatt i Bartfai, 1977 ).

Pauly i MacMillin (1988) van realitzar un estudi sobre la influencia de l’albúmina en la
cinética de la carnitinpalmitoiltransferasa, enzim situat en la membrana mitocondrial. Aquests autors
van trobar que a concentracions fixes d’albúmina, les corbes velocitat/substrat eren sigmoidees.
La sigmoidicitat s’explica peí fet que l’albúmina té 5 o 6 llocs d’alta afinitat peí substrat, que a molt
baixes concentracions d’aquest competeixen efectivament amb l’enzim. Només quan aquests llocs
están saturats, el substrat es fa accessible a l’enzim. En canvi, a relació constant palmitoll-
CoA/BSA, les corbes velocitat/substrat son hiperbóliques.

De totes formes, els resultats obtinguts amb la carnitinpalmitoiltransferasa no es poden
extrapolar, com veurem posteriorment, a Pacil-CoA hidrolasa, dones el primer és un enzim integral
de membrana, i en canvi l’acil-CoA hidrolasa és un enzim associat a la membrana microsomal.



PART EXPERIMENTAL



METODOLOGIA



1. ANIMAL D’EXPERIMENTACIO

S’han utilitzat rates Sprague-Dawley másele procedents de Pestabulari de la Facultat de
Farmácia de Barcelona, de 7-8 setmanes d’edat I pes comprés entre 200 ¡ 240 grams.

Els animáis es van mantenir amb aigua ¡ dieta estándar (Panlab A-04) "ad libitum", i 12 hores
abans de l’assaig es van posar en dejuni.

La temperatura de Pestabulari es va mantenir constant (22 ± 22C) amb un ritme circadiá de
llum / obscurltat de 12 hores (8 AM / 8 PM) i renovado periódica de Paire.

2. OBTENCIO DE LES FFIACCIONS MITOCONDRIAL, CITOSOLICA I

MICROSOMAL HEPATIQUES

En cada assaig s’han utilitzat els fetges obtinguts de dos animáis, sacrificáis mitjangant
dislocado cervical i posterior exsanguinació ( Nagi i col., 1989 ) . Els fetges s’extreuen i es per-
fonen amb solució salina de NaCI 0.9% refredada a 43C, per tal d’elimlnar restes d’hematies i

hemoglobina que podrien interferir en posteriors assaigs. Els dos fetges es sequen sobre paper
de filtre i se’n pesen 5 grams de cadascún.

El teixit s’homogenitza dues vegades durant 10 segons en un homogenitzador tipus Politron
(rotor PTA 20 TS, posició 4 ), mantenint el tub que conté el teixit en un bany de gel per evitar
la degradació deis enzims tissulars. El tampó d’homogenització és Tris-HCI 50 mM + sacarosa 0.25
M pH 7.4 (80 mi per cada 10 g de fetge).



L’homogenat es centrifuga a 2500 rpm durant 10 minuts. El sobrenedant es transfereix a uns

altres tubs i es torna a centrifugar 15 minuts a 8000 rpm. Per decantado es separa el pellet, que
conté les mitocondries pesades, i el sobrenedant, que es centrifuga a 12000 rpm durant 10 minuts.
Com a resultat d’aquesta tercera centrifugado, s’obté un pellet que conté les mitocondries
lleugeres. Totes aqüestes operacions s’han realitzat en una centrífuga Beckmann d’alta velocitat

( J2-21 ), refrigerada a 4gC.

El darrer sobrenedant obtingut, es transfereix a tubs d’ultracentrífuga i es centrifuga a 40000

rpm durant 45 minuts a 4SC ( Beckmann L-8-55M, rotor Ty 65 ). Un cop acabada la centrifugado,
s’eliminen per aspiració els lípids i es recull amb pipeta Pasteur el sobrenedant, que correspon a

la fracció citosólica. El pellet, que conté els microsomes, es resuspén en tampó Tris-HCI 20 mM,
KCI 0.15 M, i es torna a centrifugar a 40000 rpm durant 45 minuts, per tal d’eliminar protei'nes
citosóliques o de matriu peroxisómica que puguin quedar adherides a la superficie deis
microsomes. A l’acabar la centrifugado, es descarta el sobrenedant, i el pellet es resuspén en

tampó fosfat potássic 100 mM pH 7.4.

En la següent página es representa esquemáticament el procés descrit:



Fetge perfós amb NaCI 0.9%

I
Homogenització en tampó Tris-HCI 50 mM + Sacarosa 0.25 M

700 g (10 min. 2500 rpm)

(nuclis cel.lulars)

7800 g (15 min. 8000 rpm)

Pellet

microsomal Sobrenedant



Pellet microsomal

I
Resuspensió en tampó Tris-HCI 20 mM + KCI 0.15 M

100000 g (45 min. 40000 rpm)

Resuspensió en tampó fosfat potássic 100 mM pH 7.4

La concentrado proteica de cadascuna de les fraccions obtingudes es determina peí métode
de Bradford.

Les diverses fraccions obtingudes es congelen a -30SC fins la seva utilització.

3. OBTENCIO DE LA FRACCIO CITOSOLICA CEREBRAL

Per obtindre la fracció citosólica del cervell, es parteix de 4 animals, que es sacrifiquen per

dislocado cervical. Els cervells s’extreuen, es prenen els dos hemisferis i es pesen.

El teixit s’homogenitza en una proporció de 1 g de cervell per 8 mi de tampó Tris-HCI 50 mM
+ Sacarosa 0.32 M.

Per aquesta operació s’ha utilitzat un homogenitzador Potter-Elvehjem ( posició 5-6, 10
segons), i s’ha mantingut el tub que conté el teixit en un bany de gel.

L’homogenat així obtingut es centrifuga a 2500 rpm durant 10 minuts, s’elimina el pellet i el
sobrenedant es centrifuga de nou 15 minuts a 8000 rpm. El pellet obtingut es descarta i el
sobrenedant es sotmet a una tercera centrifugado (12000 rpm, 10 minuts). Aqüestes operacions
es realitzen en una centrífuga Beckmann d’alta velocitat J2-21, refrigerada a 42C.
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El sobrenedant de la tercera centrifugado es transfereix per decantado a tubs d’ultracentrífu-
ga, i es centrifuga a 40000 rpm durant 45 minuts (Ultracentrífuga Beckmann L-8-55 M, rotor Ty65,
4eC).

Un cop acabada la centrifugado, es recull amb pipeta Pasteur el sobrenedant, que correpon

a la fracció citosolica, i es determina la concentrado proteica peí métode de Bradford.

4. PARAMETRES ENZIMATICS DETERMINAIS

Per totes les activitats enzimátiques descrites a continuado, l’efecte deis fármacs en estudi
es va determinar addicionant aquests al medi d’incubació en forma de sal sódica a partir d’una
solució mare preparada amb NaOH 0.1 N pH 8. Es va comprovar que peí máxim volum de solució
de fármac afegit, corresponent a una concentració de fármac de 5 mM, no variava el pH del medi
d’incubació. L’activitat enzimática de totes les mostres assajades s’ha valorat per duplicat.

Els fármacs utilitzats en aquest treball han estat:

- Acid clofíbric (Sigma)
- Bezafibrat (Lab. Andreu)
- Gemfibrozil (Lab. Menarini)

Tots els reactius deis quals no se n’indica la procedencia s’han obtingut de fonts comerciáis
en el grau máxim de puresa disponible.



4.1. ENZIMS MICROSOMALS

4.1.1. NADH-Citocrom-b5-reductasa (EC 1.6.2.2)

* Fonament

Els electrons procedente del NADH son vehiculitzats fins la NADH-citocrom-b5-reductasa i
redueixen el ferricianur potássic. Es monitoritza la taxa d’oxidació del NADH a 340 nm, utilitzant
un coeflcient d’extinció de 6.2 mM'1 cm'1.

NADH + H+ > FpD > Fe(CN)6

* Reactius utilitzats:

.Tampó fosfat potássic 0.1 M, pH 7.4

.Ferricianur potássic 5 mM

.NADH 3 mM (Sigma)

* Metódica:

En cada cubeta s’hi posa:

. Tampó fosfat potássic en quantitat suficient per un mi

. 50 \l\ de K3Fe(CN)6 5 mM

. Suspensió microsomal en la quantitat necessária

S’agita bé i es manté 5 minute a temperatura ambient. Llavors s’hi afegeixen 50 jxl de NADH
3 mM, i es llegeix la taxa de oxidació del NADH a 340 nm.



* Resultáis:

L’activitat enzimática s’expressa en nmols/min/mg de proteína microsomal. A partir
delincrement d’absorbáncla per mlnut i del coeflclent d’absorcló molar (6.2 mM'1 cm'1), apliquem
la llei de Beer:

A=a.b.c , on a = coef d’abs (mM'1 cm’1), b=1 cm i c = concentrado del producte (mM). Així
obtenim els mmols/l/min de producte transformat per Penzirn.

Per expressar els resultáis en nmol/mln/mg de proteína , cal teñir en compte:
- factor de transformado de I a mi

- factor de transformado de mmols a nmols

- concentrado de proteína en la cubeta

Així deduím la següent fórmula:

nmol A/mln 106 nmol 11 1

min.mg 6.2 mM'1 cm'1 1mmol 1000 mi "x" mg prot/ml

4.1.2. NADH-citocrom c-reductasa

* Fonament

L’activitat enzimática es determina segons el métode de Yasukochi i Master (1976), que es
basa en mesurar la taxa de reducció del citocrom c utilitzant un coeficient d’extinció de 18.5 mM1
cm'1.

Fp cit b. cit cNADH + H*



En reaütat, no es mesura una sola activitat enzimática, sino el flux d’electrons del NADH a

la NADH-citocrom b5 reductasa i d’aquesta al cltocrom b5.

* Reactlus utilitzats

■ Tampó fosfat potásslc 0.1 M, pH 7.4
- KCN 9 mM
- Citocrom c 1.6 mM (procedent de cor de cavall, tlpus III,; Sigma)
- EDTA 1 mM (Merck)
- NADH 3 mM

* Metódica

En la cubeta del espectrofotómetre s’hl posa:

. 30 ^l de KCN 9 mM

. 30 |il de citocrom c

. 100 ni d’EDTA 1 mM

. Suspensió microsomal en la quantltat necessárla

. Tampó fosfat potásslc en quantltat suficient per 1 mi

S’aglta i es manté a 372C durant 5 minuts. Llavors s’inicla la reaccló afegint 40 \l\ de NADH
3 mM ¡ es mesura l’increment d’absorbáncia a 550 nm.

* Resultáis

Es calcula Pactivltat enzimática com ja s’ha esmentat, utilitzant un coeficient d’absorció de
18.5 mM'1 cm'1



4.1.3. NADPH-citocrom c-reductasa (EC 1.6.2.4)

* Fonament

La segona cadena de transport electrónic microsomal utilitza NADPH; els electrons flueixen
des de la NADPH-citocrom c-reductasa fins el citocrom P-450 ¡ també fins l’acceptor artificial, el
cltocrom c.

L’actlvltat NADPH-citocrom c-reductasa es determina a l’lgual que la NADH-citocrom c-

reductasa, pero utllitzant NADPH en comptes de NADH.

4.1.4. Acil-CoA hidrolasa (EC 3.2.2.1)

* Fonament

L’acll-CoA hidrolasa está ámpllament distribuida en dlferents órgans de váries espécies
anlmals: fetge, ronyó, cervell, testicles i mucosa Intestinal.

L’acll-CoA hidrolasa microsomal I la mltocondrial s’han assajat en fetge; en canvi, hem utilitzat
cervell per assajar l’actlvitat de l’acll-CoA hidrolasa citosólica.

Encara que són tres enzlms diferents amb localltzacló cel.lular dlferent, el métode segult per
determinar l’actlvitat és el matelx, i per aixo s’lnclouen en el mateix apartat.

L’acll-CoA hidrolasa actúa trencant l’enllag establert entre l’ácid gras I el coenzim A. El
métode espectrofotométrlc utilitzat per determinar l’activltat d’aquest enzlm (Berge i col., 1979) es

basa en mesurar l’lncrement d’absorbáncla que es produelx degut a la formado d’un complexe
entre el CoA alllberat com a resultat de l’acció de l’enzlm I el DTNB afegit al medí de reaccló.



* Reactius utilitzats

- Tampó HEPES (Sigma) 30 mM + EDTA 1 mM, pH 7.4
- BSA lliure d’ácids grassos, fracció V (Sigma) (8 mg/ml de tampó)
- DTNB 6 mM (Fluka)
- Palmitoil-CoA 1 mM (Sigma)

*

Metodología

En una cubeta d’espectofotómetre s’hi posa:

. Tampó HEPES 30 mM + EDTA 1 mM en quantitat suficient per 1 mi

. 40 |il de BSA (quan es requereixi)

. Microsomes, mitocóndries o citosol en quanti-tat necessária

Es preincuba durant 5 minuts a 352C, i s’afegeixen a la cubeta 50 p.l de DTNB 6 mM. Es
mesura l’increment d’absorbáncia a 412 nm (AA, ), que será degut a la reacció deis grups

sulfhidril endógens. Llavors s’addicionen 40 p.l de Palmitoil-CoA 1 mM (relació 120 nmol Pal-
CoA/mg BSA), i es mesura l’increment d’absorbáncia total (AA2) a 412 nm.

* Resultáis

A partir de la resta de AA2 -A A, obtindrem l’activitat de l’enzim sobre el substrat afegit
exógenament, i utilitzant un coeficient d’absorció de V36.104 M'1 cm'1 s’expressen els resultáis
en nmol/min/mg proteína.



4.2. ENZIMS CITOSOLICS

4.2.1. Enzim málic (EC 1.1.1.40 L-malat:NADP oxidoreductasa)

* Fonament

La determinado de i’activitat de l’enzim málic es basa en la següent reacció:

L-Malat*' + NADP* * Piruvat1 + C02 + NADPH

La formado de NADPH es segueix en l’espectrofotómetre a la longitut d’ona de 340 nm

(Ochoa, 1955)

* Reactius utilitzats

- Tampó Tris (Sigma)- HCI 30 mM, pH 7.4
- MnCI2 20 mM
- NADP* 1.2 mM (Sigma)
- L-Malat 10 mM (Sigma)

* Metódica

En una cubeta d'espectrofotómetre s’hi posa:

. Tampó Tris-HCI en quantitat suficient, per 1 mi

. 50 ni de MnCI2 20 mM
. Citosol en quantitat necessária

S’agita i es manté a 37fiC durant 5 minuts. S’addicionen 50 ni de NADP* 1.2 mM ,i es llegeix
la variado d’absorbáncia durant 2 o 3 minuts, (AA,) la qual és deguda a l’activitat de l’enzim
sobre el malat que hi ha present al citosol. Llavors s’afegeixen 50 ni de L-malat 10 mM, i es
mesura l’increment d’absorbáncia a 340 nm durant 3 minuts (AA,)



* Resultáis

Per calcular l’activltat de l’enzim sobre el substrat extern, partlm de l’increment d’absorbáncia
que resulta de restar el total (AA¡) del degut al substrat que ja porta el citosol (AA, ). El
resultat s’expressa en nmol/min/mg proteína, utilitzant un coeficient d’extlncló de 6.2 mM'1 cm'1.

4.2.2. Málic deshidrogenase (EC 1.1.1.37 L-malat:NAD+ oxidoreductasa)

* Fonament

L’enzim málic deshidrogenasa catalitza la següent reacció:

L-Malat + NAD+ *==* Oxalacetat + NADH + H+

L’actlvitat d’aquest enzim es determina, segons el métode de Gutmann i Wahlefeld, mesurant
la formado de NADH a través de l’lncrement d’absorbáncla a 340 nm.

* Reactius utllitzats:

- Tampó DEA (Merck) 90 mM + MgCL, 4.5 mM
- NAD + 58 mM (Sigma)
- L-Malat 500 mM (Sigma)

* Metódica

En la cubeta espectrofotométrica s’hi posen:

. Tampó DEA + MgCI„ en quantitat suficient per 1 mi

. Citosol en la quantitat necessária

S’agita bé i es preincuba durant 5 minuts a 372C. S’inicia la reacció afegint 50 pJ de NAD+
58 mM, i es mesura l’increment d’absorbáncia a 340 nm.AA,, que és degut a l’acció de l’enzim
sobre el substrat present al citosol. Llavors s’addicionen 55 pJ de L-Malat 500 mM i es mesura

l’increment d’absorbáncia (AA2), que resultará de l’acció de l’enzim sobre el total del substrat,
l’endógen i l’afegit externament.



* Resultáis

A partir de la diferencia entre _A A2 i AA, i realitzant les transformaclons ja esmentades,
expressem l’activltat mállc deshldrogenasa en nmol/mln/mg proteína, utllltzant un coeficient
d’extincló de 6.2 mM"1 cm'1.

4.2.3. Enzim escissor del citrat (EC 4.1.3.8 ATP:citrat oxalacetat liasa)

* Fonament

Quan el citrat s’lncuba amb ATP, CoA, Mgz+, i l’enzlm escissor del citrat, té lloc la següent
reaccló:

Citrat + ATP + CoA —> acet¡l-CoA + oxalacetat + ADP + P,

L’actlvltat d’aquest enzim es determina segons el métode de Srere (1959), que es basa en

mesurar la formado d’un deis productes d’aquesta reacció, l’oxalacetat. La velocitat de formado
de l’oxalacetat es determina mitjangant la reaccló d’aquest amb NADPH en preséncla de mállc
deshldrogenasa (és suflclent la mállc deshidrogenasa que conté el citosol perqué tlngui lloc la
reaccló).

* Reactlus utllltzats

- Tampó Trls-HCI 100 mM pH 7.4
- MgCL, 250 mM
- DTT 125 mM (Sigma)
- Citrat potásslc 525 mM (Panreac)
- CoA 7.5 mM (Sigma)
- NADPH 5 mM (Sigma)
- ATP 125 mM (Merck)



* Metodología

En una cubeta d'espectrofotómetre s’hí posa:

. Tampó Tris-HCI en quantitat sufícient per un mílilitre
. 40 pl de MgCI2 250 mM
. 40 pl de DTT 125 mM
. 40 pl de citrat potássíc 525 mM
. 40 pl de CoA 7.5 mM
. citosol en quantitat sufícient

Es manté a 378C durant 5 minuts, i s’ínicía la reaccíó afegínt 40 pl de NADH 5 mM. Es
mesura la dísminucíó d’absorbáncía a 340 nm durant 2 o 3 minuts (AA,); llavors s’hi addicionen
40 pl de ATP 125 mM i es mesura la disminució d’absorbáncia a 340 nm (AA¡,).

* Resultáis

A partir de la diferéncia - AA, , i fent les transformacions necessáries (coeficient
d’absorció 6.2 mM'1 cm'1) s’expressa l’activitat en nmol/min/mg proteína.

4.2.4. Glucosa-6-fosfat deshidrogenasa (D-glucosa-6*fosfat:NADP4 1-oxidoreductasa)

* Fonament

L’activitat Glucosa-6-fosfat deshidrogenasa es determina segons el métode de Dror i col.

(1970), basat en la següent reaccíó:

Glucosa-6-fosfat + NADP* s v 6-fosfogluconolactona + NADPH + H4

L’increment d’absorbáncia a 340 nm degut a la formació de NADPH, és una mesura de
l’activitat glucosa-6-fosfat deshidrogenasa.



Reactius utilitzats

- Tampó Tris-HCI 30 mM pH 7.4
- MgCI2 300 mM
- NADP+ 3 mM
- Glucosa-6-fosfat 4 mM (Sigma)

* Metodología

En una cubeta d’espectrofotómetre s’hi posa:

. Tampó Tris-HCI en quantitat suflcient per 1 mililltre

. 50 |il de MgCI2 300 mM

. cltosol en quantitat suficlent

Es prelncuba durant 5 minuts a 372C. Llavors s’hi afegeixen 50 p.l de NADP* 3 mM i es
llegeix la variació d’absorbáncia a 340 nm durant 2 o 3 minuts. Aquest increment d’absorbáncia
( A A, ) correspon a l’activitat de l’enzim sobre el substrat present al citosol. Seguidament
s’addicionen 50 pl de glucosa-6-fosfat, i es mesura Pincrement d’absorbáncia a 340 nm.AAj,, que
és el degut al total de substrat present.

*

Resultats

A partir de la restaAA¡, -AA, , es calcula l’activitat en nmol/min/mg de proteina, utilitzant
un coeficient d’extinció de 6.2 mM'1 cm'1

5. PARAMETRES NO ENZIMATICS

5.1. Determinació de la concentració proteica: Métode de Bradford

El métode de Bradford (Bradford, 1976), elimina la major part deis problemes que presenten
altres métodes de determinació de la concentració proteica, com són el procediment de Lowry o

l’assaig de Biuret. Es basa en el fet que el colorant Coomassie Brilliant Blue G-250 existeix en

dues formes de colors diferents, vermell I blau. La forma vermella es converteix en la forma blava



a l'unir-se el colorant a les proteínes. El complexe proteína-colorant té un alt coeficlent d’extinció,
el qual permet una alta sensitivitat en la mesura de la proteína. La unió del colorant a la proteína
és un procés molt rápid i el complexe format és torga estable.

Per preparar el reactiu, 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma) es disolen en

50 mi d’etanol 95%. A aquesta solució s’hi addicionen 100 mi d’ácid fosfóric del 85%. La solució
resultant es dilueix amb aigua destil.lada fins un volum final de 1 litre.

Per determinar la concentració proteica de la mostra, es prepara una recta de calibrat
utilitzant BSA com a patró (2,4, 6,8 i 10 |ig de BSA/ml). Així mateix es prepara un blanc i quatre
tubs amb dos volums diferents d’una dilució de la mostra. Es completa el volum de cada tub amb
aigua destil.lada fins a 50 pJ i s’afegeix un mi del reactiu. Després de 15 minuts, s’efectúa la
lectura a 595 nm. Per interpolació amb la recta, es determina la concentració de proteína present
a la mostra.

La recta de calibrat es realitza per duplicat cada vegada que es vol determinar la
concentració de proteína.



RESULTAIS



I. IDENTIFICACIO DE L'ACCIO FARMACOLOGICA



Abans de comengar la valorado de l’acció deis fármacs sobre els enzims en estudi, es va

determinar la concentració proteica óptima de treball. Per fer-ho es va establir per a cada enzim
el rang de concentracions proteiques en el que existia una relació linial entre aqüestes i l’activitat
enzimática:

- NADH-citocrom c reductasa: 0-150 (ig proteína
- NADH-citocrom b5 reductasa: 0-200 |ig proteína
- NADPH-citocrom c reductasa: 0-200 |ig proteína
- Glucosa 6-fosfat deshidrogenasa: 0-400 |ig proteína
- Enzim málic: 0-200 (ig proteína
- Enzim escissor del citrat: 0-1200 |ig proteína
- Málic deshidrogenasa: 0-200 (ig proteína
- Acil-CoA hidrolasa ms: 0-100 ^ig proteína
- Acil-CoA hidrolasa mt: 0-200 p.g proteína
- Acil-CoA hidrolasa cit: 0-100 p.g proteína

En les figures 1-1 a 1-10 es mostren les gráfiques corresponents. En totes elles s’ha indicat

l’equació de la línia de regressió obtinguda, excepte en aquells cassos en que el coeficient de
correlació calcula! amb els valors d’activitat per totes les concentracions proteiques assajades, ha
estat inferior a 0.900 (enzim málic, málic deshidrogenasa i acil-CoA hidrolasa microsomal i citosóli-
ca).

En les Taules 1-1 a I-8 es mostren els valors de l’activitat de cadascun d’aquests enzims en

abséncia i en presencia de dues concentracions de fármac (1 i 5 mM).



Figura 1-1

Figura I-2



Figura 1-3

Figura 1-4



Figura 1-5

Figura 1-6



Figura 1-7

Figura 1-8



Figura 1-9

Figura 1-10
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TAULA 1-1. NADH-CITOCROM C REDUCTASA

* 100 jig protei'na /mi

Activitat Estimulació

Control 1691.0

(1566.0-1816.0)
0%

CFB1mM 1812.5
(1725.0-1900.0)

7.3%

CFB 5mM 2041.0

(1952.0-2130.0)
20.8%

BZF 1mM 1920.0
(1770.0-2070.0)

13.5%

BZF 5mM 2178.0
(1997.0-2360.0)

28.7%

GFB1mM 2061.0
(1952.0-2170.0)

22.0%

GFB5mM 3289.0
(3178.0-3400.0)

95.0%



* 25 |ig proteína / mi

Activitat Estimulado

Control 2581.0
(1522.0-3460.0)

0%

CFB 5mM 3119.0
(1918.0-4320.0)

25.4%

BZF 5mM 3696.0
(2072.0-5320.0)

41.0%

GFB5mM 5056.0
(3112.0-7000.0)

98.0%

Activitats expressades en nmol/mln/mg de protelna, corresponents a la mitja deis valors obtinguts a partir de dues preparacions
mlcrosomals diferents.
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TAULA 1-2. NADH-CITOCROM B .REDUCTASA

* 100 ng prote'ína /mi

Activitat

Control 6445.4
(6272.8-6618.0)

CFB 1mM 6243.7
(6135.0-6352.5)

CFB 5mM 6909.2
(6588.0-7230.5)

BZF 1mM 6672.0
(6525.0-6819.0)

BZF 5mM 6085.5
(6058.0-6113.0)

GFB 1mM 6494.0
(6400.0-6588.0)

GFB 5mM 6381.0
(5882.0-6880.0)



* 25 pg proteína / mi

Activitat

Control 7621.3
(7480.0-7762.6)

CFB 5mM 7067.0
(6724.0-7410.0)

BZF 5mM 6480.0
(6080.0-6880.0)

GFB5mM 6320.0
(5760.0-6880.0)

Activitats expressades en nmol/min/mg de proteina corresponents a la mltja deis valors obtinguts a partir de dues preparacions
mlcrosomals dlferents
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TAULA 1-3. NADPH-CITOCROM C REDUCTASA

* 100 ng proteína /mi

Activitat

Control 327.0
(261.4-392.7)

CFB1mM 350.7
(280.0-421.5)

CFB 5mM 355.0
(295.0-415.0)

BZF 1mM 359.0
(290.0-428.0)

BZF 5mM 353.2

(285.0-421.5)

GFB 1mM 326.0
(250.0-402.0)

GFB5mM 376.7
(306.0-447.5)



* 25 pg proteína / mi

Activitat

Control 361.2
(270.4-452.0)

CFB 5mM 352.4
(284.8-420.0)

BZF 5mM 352.2
(276.4-428.0)

GFB 5mM 379.8
(293.6-466.0)

Activitats expressades en nmol/mln/mg de proteína corresponents a la mitja deis valors obtinguts a partir de dues preparaclons
mlcrosomals dlferents.
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TAULA 1-4. GLUC0SA-6-F0SFAT DESHIDROGENASA

* 300 |ig proteína / mi

Activitatlnhibició

Control 55 4

(42.3-68.5)
0%

CFB1mM 51.1
(37.3-64.9)

0%

CFB 5mM 30.9
(13.6-48.3)

44.2%

BZF 1mM 48.8
(39.5-58.1)

11.9%

BZF 5mM 10.3
(12.5- 8.1)

81.4%

GFB1mM 32.2
(12.8-51.6)

41.8%

GFB 5mM 4.4

(0.0-8.9)
92.0%



* 100 ng proteína /mi

Activitat Inhibido

Control 55.1

(40.6-69.7)
0%

CFB 5mM 21.5
(12.0-31.0)

60.9%

BZF 5mM 8 3
(10.8- 5.8)

84.9%

GFB5mM 0.0
( 0.0- 0.0)

100.0%

Activitats expressades en nmol/min/mg' de proteína corresponents a la mitja deis valors obtinguts amb dues preparaclons de
cltosol diferents.
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TAULA 1-5. ENZIM MALIC

* 200 jig proteína /mi

Activitat Inhibido

Control 27.6
(21.5-33.7)

0%

CFB1mM 26.6
(21.1-32.2)

0%

CFB 5mM 25.2
(22.0-28.4)

8.7%

BZB 1mM 28.4

(22.8-34.0)
0%

BZF 5mM 26.2
(22.3-30.0)

5.0%

GFB1mM 24.1

(20.2-28.1)
12.6%

GFB5mM 11.7
( 8.4-15.0)

57.6%



* 50 |ig proteína/ mi

Activitat Inhibició

Control 32.3 0%
(22.4-42.3)

CFB 5mM 29.7 8.0%
(20.0-39.5)

BZF 5mM 28.1 13.0%
(20.8-35.4)

GFB5mM 7.8 75.8%
( 0.0-15.6)

Actívitats expressades en nmol/min/mg de proteTna corresponents a la mitja de les obtlngudes a partir de dues preparadons
de cltosol diferents.
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TAULA 1-6. ENZIM ESCISSOR DEL CITRAT

* 800 ¿ig proteína /mi

Activitat

Control 16.5
(14.0-19.0)

CFB1mM 15.9
(15.7-16.1)

CFB 5mM 16.5

(15.9-17.2)

BZF 1mM 14.0

(11.1-16.9)

BZF 5mM 12.4

(10.4-14.4)

GFB1mM 14.3
(13.4-15.2)

GFB5mM 12.6
( 9.2-16.1)



* 200 jxg proteína /mi

Activitat

Control 12.9
(11.5-14.4)

CFB 5mM 14.2
( 8.8-19.6)

BZF 5mM 10.8
(10.0-11.7)

GFB5mM 4.9
( 3.0- 6.8)

Actívitats expressades en nmol/min/mg de proteTna corresponents a la mitja deis valors obtinguts a partir de dues preparaclons
de cltosol diferents.



TAULA 1-7. MALIC DESHIDROGENASA

* 100 |xg proteína / mi

Activitat

Control 712.5
(666.3-759.1)

CFB1mM 687.3
(623.0-751.6)

CFB 5mM 656.5
(601.8-711.3)

BZF 1mM 649.0
(638.1-750.0)

BZF 5mM 654.3
(620.7-688.7)

GFB1mM 679.6
(660.9-698.4)

GFB 5mM 711.9
(680.4-743.5)



* 25 ng proteína /mi

Activitat

Control 799.3
(711.0-887.1)

CFB 5mM 711.2

(629.0-793.5)

BZF 5mM 712.9
(645.2-780.6)

GFB5mM 776.2

(713.7-838.7)

Activitats expressades en nmol/m¡n/mg de proteína corresponents a la mitja deis resultats obtinguts a partir de dues preparadons
de citosol diferents.



TAULA 1-8. ACIL-CoA H1DROLASA MICROSOMAL

*100 |xg proteína / mi

Activitat Inhibido

Control 86.3
(84.5-88.1)

0%

CFB1mM 63.9
(62.0-65.9)

25.9%

CFB 5mM 30.8
(31.9-29.7)

64.3%

BZF 1mM 39.0
(38.3-39.7)

54.8%

BZF 5mM 13.7

(13.4-14.0)
84.1%

GFB1mM 14.4
(12.4-16.5)

83.3%

GFB5mM 0.6
( 0.0- 1.3)

99.3%



* 25 ng proteína /mi

Activitat Inhibido

Control 109.1
(123.9-94.9)

0%

CFB 5mM 33.2 69.5%
( 33.4-33.0)

BZF 5mM 4.8
( 9.6- 0.0)

95.6%

GFB 5mM 0.0 100.0%

( 0.0- 0.0)

Actívitats expressades en nmol/m¡n/mg de proteTna corresponents a la mitja deis resultáis obtinguts a partir de dues preparaclons
microsomals diferents.
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II. NADH-CITOCROM C REDUCTASA



NADH-CITOCROM C REDUCTASA

L’estudi de l’acció "in vitro" de l’ácld clofíbric, bezafibrat ¡ gemfibrozil sobre les activitats deis
enzlms de les cadenes de transport electronic mlcrosomal, NADH-citocrom b5 reductasa, NADPH-
citocrom P-450 reductasa i NADH-citocrom c reductasa, ha mostrat que només aquesta darrera
resulta afectada: els fármacs provats produeixen un increment en Factivitat d’aquest enzlm, efecte
que és máxlm en el cas del gemfibrozil.

En aquest capítol s’lntenta elucidar quin és el tipus d’estimulació que produeix el gemfibrozil
sobre la NADH-citocrom c reductasa, així com estudiar altres factors que puguin afectar aquesta
estimulado.

1. Assaiq sense microsomes

L’increment d’activitat produít a Paddicionar el gemfibrozil al medi d’incubació,podía ser degut
a que aquest simplement catalitzés la transferencia d’electrons del NADH al citocrom c, sense que

hi participés l’enzim. Per descartar aquesta possibilitat, es va realitzar un assaig incubant el fármac,
citocrom c i NADH en abséncia de microsomes. No es va detectar cap canvi en l’absorbáncia, fet
que demostra l’efecte real del fármac sobre l’enzim.

2. Influencia del temos d’íncubació

Per assegurar que la variado en el temps d’incubació de la mostra (a 372C) no feia variar
el porcentatge d’estimulació que produeix el gemfibrozil, es van provar diferents temps de incubació
. Els resultats es mostren en la següent taula:



TAULA 11-1. Influencia del temps d’incubació

0 min 5 min 10 min 15 min

Control 537.2 744.5 869.1 884.3
±95.0 ±57.0 ±28.0 ±38.3

+ GFB2mM 805.3 1063.1 1249.5 1238.7
±39.5 ±16.7 ±44.7 ±42.6

Estimulació 49.9% 42.8% 43.8% 40.1°/

Els resultáis están expressats en nmol/m¡n/mg de proteTna, i corresponen a la mitja deis valors obtinguts amb tres preparadons
mlcrosomals diferents ± Terror standard.

S’observa que el percentatge d’eslimulació no varia significativament al llarg de tots els
temps d’incubació provats. Per tal de que els resultáis siguin comparables s’ha utilitzat un temps
d’incubació de 5 minuts pels restants assaigs.

3. Influencia de la quantitat de proteínes

Per determinar la influencia de la quantitat de proteína microsomal present en el medi
d’incubació, es va realitzar un assaig utilitzant diferents concentracions proteiques:



TAULA 11-2. Influéncia de la auantitat de prote’ína

fig/ml Control + GFB 2mM + GFB 3mM

150 1135.0
(1042.1-1228.0)

1621.5
(1660.5-1582.6)

1764.2
(1686.4-1842.1)

100 1303.7
(1245.4-1362.1)

1770.7
(1712.4-1829.1)

1790.2
(1751.3-1829.1)

50 1167.5
(1225.9-1109.1)

1508.0
(1537.2-1478.9)

1770.7
(1829.1-1712.4)

25 1271.3
(1349.1-1193.5)

1660.5
(1660.5-1660.5)

1855.1
(1920.0-1790.2)

Els resultáis (nmol/min/mg proteina), corresponen a la mitja deis valors obtinguts a partir de dues preparacions microsomals
diferents.

Es pot observar que prácticament no hi ha variació en l’activitat enzlmátlca, ni tampoc en el
porcentatge d’estimulació produit peí gemfibrozil (35% per GFB 2 mM, 47% per GFB 3 mM), en
tot el rang de concentraclons assajat.

4. Corba Concentració Gemfibrozil-Resposta

El gemfibrozil produelx un ¡ncrement concentracló-depenent en l’actlvitat de la NADH-citocrom
c reductasa, tal I com es mostra en la següent taula:



TAULA 11-3. Corba Concentrado Gemfibrozil-Resposta

Activitat Estimulado

Control 800.5 ± 53.2 0.0%

GFB 0.5 mM 957.1 ±118.0 14.6%

GFB 1 mM 1033.4 1 98.8 28.5%

GFB 1.5 mM 1147.3 1 121.5 42.6%

GFB 2.5 mM 1251.1 1 82.6 56.2%

GFB 5 mM 1604.9 1 55.7 103.9%

Resultáis en nmol/m¡n/mg de proteTna (mitja deis valors obtinguts de tres preparacions microsomals diferents± Terror standard.

Per determinar el valor de l’efecte máxim (E^ ) i la concentrado eticas 50 (CE^ ) del
gemfibrozil sobre la NADH-citocrom c reductasa, s’ha utilitzat l’análisi de Scatchard (Figura II-
1). La recta de regressió obtinguda (coeficient de correlació r=-0.904 p < 0.05 per 3 graus de
llibertat), permet determinar el valor de la máxima estimulado a partir de la seva intersecció amb
l’eix de les x. Aquest valor és d’un 295% d’inducció (assignant un 0% d’estimulació ais valors
control). El valor de la CE^, obtingut a partir de la coordenada de l’abscissa corresponent al 50%
de la estimulado máxima, és de 9.5 mM.



NADHCITOCROMCREDUCTASA-GEMFIBROZIL (RepresentadodeScatchard)
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5. Reversibilitat de l’efecte

Per veure si l’efecte del fármac sobre la NADH-citocrom c reductasa era o no reversible, es
va intentar eliminar aquest del medi d’incubació.

En principi es va pensar que una manera d’aconseguir-ho seria per centrifugació de la
mostra, de forma que el fármac passés al sobrenedant i aquest fos eliminat. Dos tubs con-

tenint 1 mg de proteína microsomal per mi, un d’ells sense fármac i Paltre contenint gemfibrozil
a una concentrado de 240 pM, es van incubar a 37®C durant 5 minuts i es va determinar l’activitat
NADH-citocrom c reductasa. Seguidament, tots dos tubs van ser centrifugáis a 45000 rpm durant
30 minuts. Els pellets van ser resuspesos, es va determinar l’activitat, i es va realitzar una segona

centrifugació en les mateixes condicions. Els pellets obtinguts es van resuspendre i novament es
va determinar la seva activitat. Les concentracions proteiques després de cada resuspensió, van
ser determinades peí métode de Bradford, per tal de corregir possibles pérdues. Els resultats es
mostren en la següent taula:

TAULA II-4. Centrifugació

Abans Centr. 1* Centr. 2® Centr.

Control

+ GFB 2mM

1003.4
(995.0-1011.8)

1215.4
(1204.9-1225.9)

1181.8
(1119.5-1244.2)

1554 5

(1602.5-1506.5)

1111.3

(1102.7-1119.9)

1513.0
(1651.1-1374.9)

Els resultats están expressats en nmol/mln/mg de protelna, I són la mitja deis obtinguts a partir de dues preparadons
microsomals dlferents.



Els resultáis mostren que ni tan sois després de dues centrifugacions s’aconsegueix eliminar
l’estimulació.Per assegurar que el fármac resultés totalment eliminat del medi, les mostres es van

dialitzar durant 24 hores a 4®C en front de 1x1 I de tampó fosfat 100 mM + DTT 1 mM (pH=7.4).
Es va determinar l’activitat NADH-citocrom c reductasa abans i després de la diálisi, confirmant-
se la desaparició de Pefecte estimulant degut a la total eliminació del gem fibrozil del medi
d’incubació.tal i com es mostra en la següent taula. La concentració proteica després de la diáli-
si es va determinar peí métode de Bradford.

TAULA II-5. Diálisi

Abans diálisi Després diálisi

Control 729.7 754.6

(856.2-603.2) (867.1-642.1)

+ GFB 2mM 1060.4 793.5

(1070.2-1050.7) (867.1-719.9)

Estimulació 45.3% 5.15%

Activitats expressades en nmol/min/mg de protelna, cwresponents a la mitja deis valors obtínguts de dues preparadons
microsomals.



6. Estudi de la cinética de l’estimulació

L’activitat NADH-citocrom c reductasa es va determinar a diferents concentracions de

citocrom c, mantenint fixa la concentració de NADH en preséncia de gemfibrozil a dues
concentracions (2 i 3 mM). Els resultats obtinguts van ser els següents:

TAULA 11-6. Corba Citocrom c

CitC Control + GFB 2mM +GFB 3mM

5 jiM 250.7 ± 22.9 340.8 ± 11.2 404.2 ± 15.6

10 |xM 483.1 ± 14.1 728.6 ± 43.7 771.8 ± 9.9

15 |iM 652.9 ± 47.5 938.3 ± 103.8 1063.7 ± 83.4

20 jxM 774.0 ± 43.7 1026.9 ± 66.0 1202.1 ± 102.2

25 p.M 851.8 ± 81.4 1208.6 ± 108.5 1270.7 ± 86.6

40 p.M 1009.6 ± 45.0 1353.4 ± 126.7 1511.3 ± 104.4

50 |iM 908.0 ± 46.8 1433.4 ± 130.2 1530.7 ± 135.4

Activitats (nmol/min/mg de proteTna), corresponents a la mitja deis valors obtinguts de tres preparacions mierosomals diferents
± l’error standard.

La representació de Lineweaver i Burk d’aquests resultats es mostra en la figura 11-2. Els
parámetres cinétics que se’n deriven vánen indicats en la taula 11-7.



Representado de Lineweaver i Burk (cit c) variable, (NADH)=120 p.M

Figura II-3

Representadó de Lineweaver i Burk (NADH) variable, (cit c) = 50 nM



TAULA 11-7. Constants cinefiques aparents peí citocrom c

Control + GFB 2mM + GFB 3mM

Km ap. 21.9 21.9 20.7

V* ap. 1515.0 2198.0 2299.0

S’observa que l’addició de gemfibrozil no modifica el valor de la Km aparent peí citocrom
c, indicant que l’afinitat del sistema peí citocrom c no varia. En canvi, la velocitat máxima aparent
s’incrementa marcadament. Quan es manté fixa la concentrado de citocrom c i es varia la de

NADH, els resultáis són totalment diferents:

TAULA 11-8. Corba NADH

NADH Control + GFB 2mM +GFB 3mM

2.5 jiM 297.0 ± 40.8 359.0 ± 47.7 296.0 ± 30.5

5.0 pM 567.4 ± 38.8 574.0 ± 61.1 666.0 ± 82.4

7.5 |iM 710.0 ± 86.0 899.0 ± 148.7 882.0 ± 86.4

10 p.M 815.6 ± 68.6 966.4 ± 85.0 1023.0 ± 100.5

15 pM 940.5 ± 78.5 1125.0 ± 103.3 1170.71 72.1

25 p.M 984.0 ± 118.2 1269.0 ± 209.3 1522.0 ± 207.5

75 p.M 1284.5 ± 86.0 1638.0 ± 103.7 1833.0 1 202.8

120 p.M 1096.0 ± 83.8 1547.0 ± 117.2 1800.0 i 105.8

Els resultats (nmol/mirVmg) corresponen a la mltja deis valors obtinguts de tres preparadons microsomals ± Terror standard.



La representado de Lineweaver i Burk d’aquests resultáis (figura 11-3) dona línies paral.leles
(diferéncies en les pendents no signlflcatlves amb p < 0.05). Els parámetres cinétlcs obtinguts
són els següents:

TAULA 11-9. Consatnts dnétioues aparents peí NADH

Control + GFB 2mM + GFB 3mM

Kmap 5.6 9.4 10.1

V™ ap 1246.0 1808.0 2043.0

En aquest cas no només s’lncrementa la V^,, sinó també la Km aparents. Es a dlr, que la
disminució en la pendent causada per l'increment en la V^, aparent queda compensada per la
dismlnucló de l’afinltat.



III- ACIL-CoA HIDROLASA



ACIL-CoA H1DROLASA M1CROSOMAL

Els resultats de la Tabla 1-8 mostrea que clofibrat, bezafibrat i gemfibrozil produeixen una
marcada inhibido de l’actlvltat de Pacll-CoA hidrolasa mlcrosomal "in vitro", sent la seva potencia
GFB > BZF > CFB. S’han realltzat diferents assalgs per tal d’estudiar en profunditat les
característlques d’aquesta ¡nhibició.

1. Influéncia del temps d’incubació

S’han provat diferents temps d’incubació (a 352C), per determinar si es produia alguna
variado en els percentatges d’inhibició causats per GFB a una concentració de 0.25 mM.
Els resultats van ser els següents:

TAULA III-1. Acil-CoA hidrolasa microsomal.lnfluéncia del temps d’incubació.

Temps Control + GFB 0.25mM Inhibido

0 min 50.2 19.7 60.6%

(47.6-52.9) (19.2-20.3)

5 min 62.9 23.3 62.9%

(57.0-68.9) (20.6-26.0)

10 min 67.5 24.3 64.0%

(61.7-73.3) (22.8-25.8)

15 min 66.9 23.6 64.6%

(58.9-75.0) (23.1-24.2)

Activitats expressades en nmol/m¡n/mg de proteína. Corresponen a la mitja deis resultats obtinguts amb dues preparadons
mlcrosomals diferents.



Els resultáis de la Taula 111-1 mostren que el percentatge d’inhiblció no varia a l’augmentar
el temps d’lncubacló de la mostra. En tots els assalgs posterlors s’ha utllltzat un temps d’incu-
bació de 5 mlnuts.

2. Influencia de la auantitat de proteTna

Igualment, s’ha estudlat l’efecte que pot tlndre la variació en la concentrado de proteínes
present en el medí d’lncubació sobre el percentatge d’lnhibició produít peí gemfibrozll:

TAULA III-2. Acil-CoA hidrolasa microsomal.lnfluéncia de la auantitat de protei'na.

M-g/ml Control + GFB 0.05 mM + GFB 0.25

100 45.8
(41.1-47.5) (28^3-35.4) 16.1

(14.0-18.3)

75 49.4
(44.1-54.8)

35
(29.8-40.3)

15.4
(12.4-18.4)

50 43.3

(38.0-48.6)
27.9

(24.7-31.2)
12.1

( 7.7-16.5)

25 50.1

(41.9-58.4)
31.9

(23.1-40.8)
10.1

( 2.2-18.1)

Resultáis (nmol/min/mg proteTna) corresponents a la mitja obtinguda de dues preparaclons mlcrosomals dlferents.



No s’observa variado en el porcentatge d’inhibició causat peí gemfibrozil en cadascuna de
les concentracions proteiques assajades: aproximadament 33% a 0.05 mM i 71% a 0.25 mM de
gemfibrozil. En totes les proves posteriors s’ha mantingut la mateixa concentració de proteína
microsomal que es venia utilitzant: 100 p.g/ml.

3. Corbes concentració-resposta

Donat que tots tres fármacs mostren elevada potencia inhibitoria, s’han realitzat corbes
concentració-resposta per tots ells, els resultáis de les quals es mostren en les següents taules:

TAULA III-3-A. Corba concentració Ac. Clofíbric-Resposta
Acil-CoA hidrolasa microsomal.

Activitat Inhibició

Control 51.5 ± 6.4 0%

CFB 0.25 mM 45.4 ± 4.8 11.9%

CFB 0.5 mM 40.9 ± 6.6 20.6%

CFB 0.75 mM 39.3 + 6.3 23.6%

CFB 1 mM 35.2 ± 5.9 31.5%

CFB 2 mM 30.5 ± 4.0 40.8%

CFB 4 mM 23.7 ± 2.9 53.9%

CFB 5 mM 18.5 ±6.4 64.0%

Resultáis (nmol/mln/mg prot) corresponents a la mltja de les activitats de tres preparaclons microsomals diferents ± l’error
standard.



TAULA 1II-3-B. Corba concentració Bezafibrat-Resposta Acíl-CoA hídrolasa microsomal.

Activitat Inhibició

Control 47.8 ± 5.8 0%

BZF0.1 mM 42.9 ± 4.4 6.2%

BZF 0.25 mM 35.9 ± 4.9 21.5%

BZF0.5 mM 31.1 ±2.5 32.0%

BZF 0.75 mM 24.5 ± 0.8 46.4%

BZF 1 mM 20.5 ± 0.4 55.1%

BZF 2 mM 15.7 (15.2-16.2) 65.6%

BZF 5 mM 8.6 ± 0.5 81.1%

Les activitats están expressades en nmol/m¡n/mg de proteTna i corresponen a la mitja deis valors obtinguts a partir de dues
o tres preparaclons mlcrosomals diferents ± Terror standard.



TAULA 1II-3-C. Corba Concentració Gemfibrozil-Resposta
Acil-CoA hidrolasa microsomal.

Activitat Inhibido

Control 47.8 ± 5.8 0%

GFB 0.05 mM 29.4 (29.2-29.6) 35.6%

GFB 0.1 mM 29.6 ± 5.3 35.3%

GFB 0.25 mM 19.1 ± 4.4 58.2%

GFB 0.35 mM 16.5 (17.3-15.6) 64.0%

GFB 0.5 mM 9.8 ± 0.7 78.5%

GFB 0.75 mM 6.0 ± 1.5 86.8%

GFB 1 mM 3.6 ± 0.4 92.1%

GFB 5 mM 0.06 ± 0.06 99.9%

Resultats en nmol/min/mg de protelna (mitja deis obtinguts amb dues o tres preparacions microsomals ± error standard.

S’observa que la inhibido produida pels tres fármacs sobre la acil-CoA hidrolasa microsomal
és concentració depenent.



Figura II1-1
Corbes concentració-resposta

Figura III-2
Corbes concentració-resposta
(representació semilogarítmica)



Per determinar la concentrado inhibitoria 50 (CI*, ) en cada cas, s’han representat els
logaritmes de la concentrado de fármac en front del percentatge d’inhibició corresponent (Figura
111-2).

Les CIM obtingudes han estat:

Ac. Clofíbric: 2.85 mM (2.27-3.59)'
Bezafibrat: 0.97 mM (0.80-1.19)
Gemfibrozil: 0.15 mM (0.09-0.25)
Intervals de confianza per p<0.05

En l’assaig de paral.lelisme realitzat s'ha vist que les tres redes son paral.leles, amb un

pendent comú de 44.477.
La potencia relativa del gemfibrozil respecte al clofibrat i al bezafibrat és respedivament de 18.6
i 6.6.

4. Reversibilitat de l’efecte

Per determinar si l’efecte inhibidor del gemfibrozil desapareix a l’eliminar el fármac del medi
d’incubació, dos tubs, contenint cadascún 1 mg de proteína per mi (un d’ells contenint a més
gemfibrozil en quantitat suficient perqué la seva concentrado final en la cubeta fos de 0.15 mM),
van ser centrifugats a 45000 rpm durant 30 minuts. L’activitat acil-CoA hidrolasa va ser

determinada per cada tub abans i després de la centrifugado, obtenint-se els següents resultats:

TAULA III-4. Acil-CoA hidrolasa microsomal.Centrífuqació

Abans Centr. Després Centr.

+ GFB 0.15 mM

Control 53.1 (47.9-58.4)

24.7 (23.1-26.4)

61.0 (59.4-62.7)

64.5 (53.0-76.0)

Inhibido 53.4% 0%

Els resultats (nmol/mln/mg proteína) corresponen a la mltja deis valors obtinguts de dues preparacions mlcrosomals diferents.
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La reversibilitat de l’efecte inhibidor del gemfibrozil sobre l’acil-CoA hidrolasa microsomal
queda així demostrada, dones al centrifugar, el fármac queda en el sobrenedant, i al rentar el
pellet aquest s’elimina.

5. Cinética de la inhibició per gemfibrozil

Es va realitzar un assaig variant la concentració de substrat (palmitoil-CoA) en presencia de
gemfibrozil 0.25 i 0.05 mM. Els resultáis es mostren en la següent taula:

TAULA III-5. Acil-CoA hidrolasa microsomal.
Corba Palmitoil-CoA amb BSA (40 uM

Pal-CoA Control + GFB 0.05mM + GFB 0.25mM

10 |j.M 6.6 ± 0.3 3.5 ± 0.8 0.3 ± 0.4

15 nM 11.1 ± 1.2 9.6 ± 1.2 2.9 ± 0.5

17.5 p.M 16.3 ± 1.6 13.810.5 5.2 ± 0.6

20 p.M 20.7 ± 0.3 16.1 ± 0.4 6.4 ± 1.3

25 |iM 26.0 ±1.6 16.5 ± 0.2 7.3 ± 1.0

30 jxM 31.0 ± 0.5 23.0 + 1.4 9.9 ± 0.3

40 p.M 41.5 ± 1.6 30.0 + 1.3 14.0 ± 1.7

Resultats expressats en nmol/min/mg proteína, corresponents a la mitja deis valors obtinguts a partir de tres preparaclons micro-
somals diferents

Les dades obtingudes no es van poder ajustar a Pequació de Michaelis-Menten. Degut a
aixo, es van realitzar diversos assaigs per determinar la influencia de la BSA sobre la cinética
d’aquest enzim, donada la possible interferéncia de la BSA amb l’enzim o amb els fármacs, dones
tots dos s’uneixen en elevada proporció a l’albúmina.
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En primer lloc, es va comprovar que la linealitat entre concentrado proteica i activitat es
manté fins a 200 pg de protei'na/ml quan no hi ha BSA en el medi d’incubació (Figura III-2).

Utilitzant una concentració de 100 pg de proteína microsomal per mi, es va determinar
l’activitat acil-CoA hidrolasa a diferents concentracions de substrat, obtenint-se els següents
resultats:

TAULA III-6. Acil-CoA hidrolasa microsomal.
Corba Palmitoil-CoA en abséncia de BSA.

Pal-CoA Activitat

2.5 pM 2.8 ± 0.6

5 pM 8.5 ± 0.6

10 pM 17.7 ± 0.9

15 pM 25.4 ± 1.0

20 pM 33.0 ± 3.5

30 pM 37.8 ± 2.8

40 pM 45.1 ± 5.2

50 pM 43.7 ± 4.9

60 pM 41.5 ±4.8

70 pM 34.5 ± 5.1

90 pM 28.0 ± 3.4

100 pM 26.5 ± 3.4

150 pM 19.4 ±1.3

200 pM 15.0 ±1.7

Resultats (nmol/mln/mg proteína) corresponents a la mitja deis valors de tres preparaclons mlcrosomals diferents ± Terror
standard.



De les dades obtingudes es desprén que, almenys en les nostres condicions d’assaig,
l’activitat acil-CoA hidrolasa augmenta a mesura que s’incrementa la concentrado de substrat, fins
arribar al máxim a la concentrado de 40 p.M de palmitoil-CoA. A concentracions més altes
Factivitat baixa.

Prenent 40 jiM com a concentració óptima de palmitoil-CoA, es va mesurar l’activitat amb
diferents quantitats de BSA per tal d’obtindre relacions variables entre les concentracions de

palmitoil-Coa i BSA. Els resultáis van ser els següents:

TAULA 111-7. Acil-CoA hidrolasa microsomal.
Corba Palmitoil-CoA amb BSA a relació variable.

nmol Pal-CoA/
mg BSA

Activitat

40 22.2 ± 3.3

60 41.5 ±5.4

80 55.4 ± 5.6

100 64.7 ± 7.2

120 61.7 ±2.8

140 65.5 ± 4.5

160 64.8 ± 4.3

180 63.0 ± 5.4

200 63.1 ± 6.0

220 64.0 ± 5.9

240 60.6 ± 4.2

260 60.0 ± 6.7

360 57.9 ± 6.0

Els resultats (mitja deis valors obtinguts de tres preparaclons microsomals diferents ± error standard) vénen expressats en
nmol/min/mg de proteina.



L’activitat enzimática augmenta fins arribar al máxim a 100 nmols de Pal-CoA/mg de BSA,
i es manté al llarg de tot el rang de relaclons provat, si bé s’observa una lleugera disminució
d’activitat a les relacions més altes. Donat que en els assaigs anteriors s’havia utilitzat sempre una

refació de 120 nmol de Pal-Coa / mg de BSA, es va estudiar la variació de l’activitat de Fácil-
CoA hidrolasa al variar la concentració de palmitoil-CoA mantenint fixa la relació esmentada. Els
resultats van ser:

TAULA III-8. Acil-CoA hidrolasa microsomal.
Corba Palmitoil-CoA amb BSA (120 nmol Pal-CoA/mg BSA).

Pal-CoA Activitat

2.5 |iM 2.2 (1.9-2.5)

5 |i.M 5.2 (5.2-5.2)

10 |iM 12.0 (11.8-12.3)

15 HM 21.4 (20.1-22.8)

20 |iM 26.9 (24.7-29.1)

30 p.M 37.7 (36.4-39.1)

40 jxM 45.1 (44.6-45.7)

50 p.M 48.7 (47.4-50.1)

60 VM 50.4 (49.0-51.8)

70 |j.M 47.4 (45.2-49.6)

80 |xM 46.2 (45.7-46.8)

160 (iM 36.3 (38.0-34.7)

Els resultats están expressats en nmol/min/mg de proteTna, ¡ corresponen a la mitja deis resultats obtínguts de tres preparadons
microsomals dlferents.



Deis resultáis es pot concloure que si bé el máxim real es sitúa a 60 |iM de Pal-CoA, 40
p.M és una concentrado óptima per treballar-hi, dones la variació en l’activitat a l’utilitzar una o

altra concentrado és molt petita ( 5.3 nmol/min/mg de proteína ).

Per comprovar que tampoc varia el porcentatge d’inhibició si es treballa sense BSA, es va

assajar l’activitat en preséncia de tres concentracions diferents de cada fármac. Els resultats de
la següent taula mostren que els percentatges d’inhibició són prácticament els mateixos que quan

es treballa amb BSA (comparar la següent taula amb les taules 111-3 A, B i C):

TAULA 111-9. Acil-CoA hidrolasa microsomal.
Efecte deis fármacs en abséncia de BSA.

Activitat Inhibido

Control 46.2 ± 6.5 0%

CFB 0.5mM 38.7 ± 3.3 16.2%

CFB 2mM 28.7 ± 2.3 37.7%

CFB 5 mM 18.3 ± 1.1 60.4%

BZF 0.5mM 29.3 ± 3.2 36.5%

BZF 1mM 19.2 + 1.9 58.3%

BZF 5mM 6.9 ± 0.6 85.0%

GFB 0.05mM 36.1 ± 3.2 21.7%

GFB 0.25mM 22.1 ± 1.0 52.0%

GFB 0.5mM 14.311.1 69.0%

Els resultats corresponen a la mitja deis obtinguts de tres preparaclons mlcrosomals ± Terror standard, I están expressats en
nmol/min/mg de protelna.
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En cap deis assaigs realitzats, amb o sense BSA en el medí d’incubacló, no es van poder
ajustar els resultáis a l’equació de Michaells-Menten.

Seguidament, es va procedir a l’estudl de l’efecte de l’ácld clofíbric, bezafibrat ¡ gemfibrozil
sobre altres acil-CoA hidrolases cel.lulars de localització mitocondrial i citosólica.



ACIL-CoA HIDROLASA MITOCONDRIAL

A més de 1’acil-CoA hidrolasa microsomal hépática existeixen acil-CoA hidrolases diferents
amb altres localitzacions dins l’hepatócit: mitocondrial i citosólica. En aquest apartat s’estudia
l’efecte de l’ácid clofíbric, bezafibrat i gemfibrozil sobre Pacil-CoA hidrolasa mitocondrial hepática.

1. Efecte "in vitro" de l’ácid clofíbric. bezafibrat i oemfibrozil

Els resultats de l’estudi preliminar de l’efecte deis tres fármacs esmentats sobre l’acil-CoA
hidrolasa mitocondrial, es mostren en la següent taula:

TAULA 111-10. Efecte deis fármacs sobre racil-CoA hidrolasa mitocondrial

Activitat Inhibido

Control 32.2 (30.0-34.5) 0%

CFB 1 mM 20.0 (16.5-23.6) 37.8%

CFB 5 mM 7.4 ( 3.8-11.0) 77.0%

BZF 1 mM 11.5 ( 7.7-15.4) 64.2%

BZF 5 mM 2.8 (1.1- 4.6) 91.3%

GFB 0.2 mM 12.9 (12.1-13.7) 60.0%

GFB 1 mM 0.3 ( 0.0- 0.5) 99.1%

Els resultats són la mltja deis obtinguts de dues preparaclons mitocondrlals, I están expressats en nmol/mln/mg de protelna.



S’observa que aquests resultáis son torga similars ais obtinguts amb l’enzlm microsomal, si
bé en aquest cas les activitats control son més baixes, fet que concorda amb les referéncies
blbllográfiques existents, i els percentatges d’lnhlbicló lleugerament més alts.

2. Corbes concentració-resposta

Les dades obtingudes a l’incubar la mostra amb diferents concentracions deis fármacs

assajats es mostren en les següents taules:

TAULA 111-11-A. Corba concentració-Resposta Ac. clofíbric. Acil-CoA hidrolasa mitocondrial.

Activitat Inhibido

Control 25.6 (22.5-28.8) 0%

CFB 0.25mM 23.1 (20.9-25.3) 9.7%

CFB 0.5 mM 19.7 (17.0-22.5) 22.8%

CFB 0.75mM 16.7 (14.8-18.7) 34.7%

CFB 1 mM 14.5 (12.6-16.5) 43.1%

CFB 2 mM 10.9 (9.3-12.6) 57.2%

CFB 4 mM 7.6 ( 7.1- 8.2) 70.1%

CFB 5 mM 5.4 ( 4.9- 6.0) 79.0%

Els resultáis (nmol/mln/mg de protelna) corresponen a la mitja deis valore obtinguts a partir de dues preparadons mitocondrials
diferents.



TAULA III-11-B. Corba Concentració-Resposta Bezafibrat. Acil-CoA hidrolasa mitocondrial.

Activitat Inhibido

Control 37.0 ± 10.5 0%

BZF 0.1 mM 30.1 ± 6.7 18.6%

BZF 0.25mM 25.7 ± 7.6 30.5%

BZF 0.5 mM 23.8 ± 7.2 35.6%

BZF 0.75mM 16.4 ± 4.4 55.5%

BZF 1 mM 12.6 ± 4.0 65.8%

BZF 2 mM 8.1 ± 2.7 78.1%

BZF 5 mM 2.3 ± 1.0 93.6%

Actívitats en nmol/min/mg de proteTna, corresponents a la mitja deis valors de tres preparacions mltocondrials ± Terror standard.



TAULA III-11-C. Corba Concentració-Resposta Gemfibbrozil. Acil-CoA hidrolasa mítocondríal

Activitat Inhibido

Control 34.8 (30.0-39.7) 0%

GFB 0.05mM 25.0 (20.9-29.2) 28.1%

GFB 0.1 mM 20.0 (15.4-24.7) 42.5%

GFB 0.25mM 11.0 ( 7.7-14.3) 68.3%

GFB 0.35mM 9.6 ( 5.5-13.7) 72.4%

GFB 0.5 mM 6.6 (3.3- 9.9) 81.0%

GFB 0.75mM 3.7 ( 1.9- 5.5) 89.3%

GFB 1 mM 2.2 ( 1.1-3.3) 93.6%

GFB 5 mM 0.0 ( 0.0- 0.0) 100.0%

Activitats (nmol/min/mg) mitja deis valors de dues preparadons mltocondrials.
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Figura III-3
Corbes concentració-resposta

3. Estudí de la influencia de la BSA

A l’igual que en el cas de l’enzim microsomal, es va realitzar en primer lloc un estudi de
les condicions idónies per a la valoració del’activitat enzimática.

S’ha comprovat que la linealitat entre la concentrado de proteína mitocondrial i l’activitat de
l’enzim es manté fins a 200 ng/ml de proteína quan no hi ha BSA en el medi d'incubació.

Els resultáis permeten treballar a la mateixa concentrado que s’havia vingut utilitzant (100
jig/ml), i en aqüestes condicions es va realitzar un assaig determinant l’activitat de l’acil-CoA
hidrolasa mitocondrial a diferents concentracions de substrat, sense addicionar BSA.

Els resultáis obtinguts es mostren en la següent taula:



TAULA 111-12. Acil-CoA hídrolasa mitocondrial.
Corba Palmitoil-CoA en abséncia de BSA.

Pal-CoA Activitat

5 nM 4.8 ± 1.4

10 |iM 9.6 ± 1.2

15 |iM 16.6 ± 3.2

20 20.1 ± 4.6

30 [lU 26.9 ± 6.8

40 p.M 28.9 ± 7.6

50 (i.M 25.5 ± 7.5

60 |iM 24.2 ± 7.3

70 |iM 22.0 ± 6.4

100 (J.M 16.3 ±4.4

150 |iM 11.9 ±2.7

200 |J.M 9.5 ± 1.8

Resultáis expressats en nmol/m¡n/mg de proteTna, corresponents a la mitja obtinguda deis valors de tres preparacions
mitocondrials.

S’observa que a l’igual que succeía amb l’enzim microsomal, l’acil-CoA hídrolasa mitocondrial
presenta el máxim d’activitat a 40 de palmitoil-CoA. A concentracions més altes que aquesta,
Pactivitat comenga a disminuir.



Per tal de determinar quina és la relació de concentracions Pal-CoA/BSA óptima per donar
la máxima activitat s’ha treballat amb diferents quantitats de BSA, mantenint fixa la concentració
de palmitoil-CoA (40 (iM)

TAULA 111-13. Acil-CoA hidrolasa mitocondrial.
Corba Palmitoil-CoA amb BSA a relació variable.

nmol Pal-CoA/ Activitat
mg BSA

40 16.6 ± 4.2

60 31.4 ± 6.8

80 37.2 ± 10.5

100 43.1 ± 10.2

120 42.5 ± 10.0

140 42.4 ± 10.5

160 40.0 ± 9.7

180 37.8 ± 8.5

200 37.4 ± 10.0

220 37.8 ± 9.5

240 37.6 ± 11.5

260 33.2 ± 8.1

360 34.3 ± 9.2

Els resultáis (nmol/m¡n/mg de proteína) són la mltja deis obtinguts a partir de tres preparacions mitocondrials diferents ± Terror
standard.
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El máxim d’activitat es troba entre 100 i 160 nmol Pal-CoA/mg de BSA. S’ha escollit la
relacló de 120 nmolPal-CoA / mg de BSA, dones és la relació a la que hem treballat habltualment,
per veure quina és l’actlvitat enzlmátlca mantenlnt-la flxa i varlant la concentrado de substrat. Els
resultáis van ser els següents:

TAULA 111-14. Acil-CoA hidrolasa mitocondrial.
Corba Palmitoil-CoA amb BSA (120 nmol Pal-CoA/ma BSA)

Pal-CoA Activitat

5 pM 3.4 ( 4.4- 2.4)

10 pM 10.4 (11.2- 9.6)

15 pM 14.5 (15.4-13.7)

20 p.M 19.2 (18.1-20.3)

30 pM 24.2 (22.0-26.4)

40 pM 26.2 (22.6-29.8)

60 pM 27.5 (24.2-30.8)

70 pM 25.3 (20.9-29.7)

80 pM 25.5 (20.3-30.2)

160 pM 21.7 (16.0-27.5)

Les activitats están expressades en nmol/min/mg de proteina. Corresponen a la rnitja deis valors obtinguts de dues preparadons
mitocondrlals diferents.

Cap d’aquests resultáis (Taules 111-11 i 111-13) es va ajustar a l’equació de Mlchaelis ¡
Menten, resultant imposslble l’estudl de la cinética de la inhibido.



Finalment, es va determinar l’efecte deis fármacs sobre 1’acil-CoA hidrolasa mitocondrial en

abséncia de BSA. Els resultáis es mostren en aquesta taula:

TAULA 111-15. Acil-CoA hidrolasa mitocondrial.
Efecte deis fármacs en abséncia de BSA.

Activitat Inhibido

Control 27.7 ± 8.5 0.0%

CFB 0.5 mM 24.4 ± 7.3 11.9%

CFB2 mM 17.3 ±5.0 37.5%

CFB 5 mM 12.0 ± 3.5 56.4%

BZF0.5 mM 18.7 ± 6.2 35.2%

BZF1 mM 12.8 ± 4.3 53.6%

BZF 5 mM 5.5 ± 2.0 79.9%

GFB 0.05 mM 22.6 ± 7.2 18.4%

GFB 0.25 mM 14.6 ±4.3 47.3%

GFB 0.5 mM 9.9 ± 3.0 64.2%

Activitats (nmol/min/mg de proteína) corresponents a la mitja deis valors obtlnguts a partir de tres preparacions mitocondrials
diferents.



Donat que els percentatges d’inhibició obtinguts en preséncia I en absóncia de BSA en el
medí d’incubació són molt similars (comparar taula 111-15 amb laules 111-11 A, BIC), es va procedir
a la determinació deis valors de les CIM a partir deis resultáis obtinguts treballant amb BSA.

Per determinar les CIM per cada fármac s’han representat els logaritmes de les con-

centraclons de fármac en front del percentatge d’inhibició que produelxen (Figura 111-4).

Les CIM obtingudes són:

Clofibrat: 1.49 mM (1.48-1.5)'
Bezafibrat: 0.58 mM (0.4-0.85)
Gemfibrozil: 0.13 mM (0.11-0.15)

Intervals de confianza per p < 0.05

Corbes concentració-resposta
(representacló semilogarílmlca)

En l’assaig de paral.lelisme realitzat, s'ha vist que les tres recles són paral.leles, amb un pendent
comú de 53.093. El gemfibrozil és 4.5 vegades més potent que el bezafibrat, 111.6 vegades més
que el clofibrat.



ACIL-CoA H1DROLASA CITOSOL1CA

L’acil-CoA hidrolasa citosólica de fetge té una activitat molt baixa encara que aquesta
s’indueix molt al tractar Fanimal amb clofibrat. En canvi l’adl-CoA hidrolasa del citosol de cervell

té una activitat molt més alta en animáis no tractats, per aixó es va escollir aquest órgan per fer
l’estudi de l’enzim citosólic.

1. Influencia de l’albúmina

En primer lloc, a l’igual que pels dos enzims anteriors, es va estudiar la influencia de
l’albúmina sobre la cinética enzimática. En la figura III-6 es mostra que l'activitat de l’enzim és linial
amb la concentració de prote'ína citosólica fins a 200 jxg/ml. Per continuar amb la pauta establerta
es va escollir la concentració de 100 p.g/ml pels assaigs posteriors. A aquesta concentració, es

va mesurar l’activitat de l’enzim amb concentracions creixents de substrat, en abséncia de BSA.
Es van obtindre els següents resultats:



TAULA 111-16. Acil-CoA hidrolasa citosólíca.
Corba Palmitoil-CoA en abséncia de BSA.

Pal-CoA Activitat

2.5 pM 43.5 ( 41.3- 45.7)

5 pM 87.9 ( 90.4- 85.4)

10 pM 134.2 (133.4-135.0)

15 pM 176.2 (177.1-175.3)

20 pM 204.0 (205.1-202.9)

30 pM 213.1 (203.5-222.8)

40 p.M 238.5 (235.5-241.5)

50 pM 247.6 (250.4-244.8)

60 pM 239.8 (240.4-239.3)

70 pM 228.8 (212.8-244.8)

100 pM 232.7 (230.5-234.9)

150 pM 217.7 (220.5-215.0)

Resultáis (nmol/mln/mg protelna) corresponents a la mltja deis obtinguts de dues preparaclons de cltosol diferents.

Els resultáis es van poder ajustar a Pequació de Michaelis i Menten, tal ¡ com es mostra en
la figura III-5. El máxim d’actlvltat es troba a 50 pM de palmltoil-CoA, si bé aquest máxim es troba
molt proper al resultat que s’obté amb 40 pM. Utilitzant 40 pM de palmltoil-CoA, per tal que els
resultats fóssin comparables ais obtinguts amb els altres dos enzims, es va determinar l’activitat
de l’enzim en presencia de BSA, de forma que la relació entre les concentracions de palmitoil-
CoA i BSA fos variable. Els resultats obtinguts es mostren en la següent taula:



TAULA 111-17,Acil-CoA hidrolasa citosólica.
Corba Palmitoil-CoA amb BSA a relació variable

nmolPal-CoA/
mg BSA

Actlvltat

40 106.4 ( 90.9-122.4)

60 157.1 (153.8-160.4)

80 184.4 (181.9-186.9)

100 196.8 (188.5-205.1)

120 224.9 (223.3-226.6)

140 223.3 (216.7-230.0)

160 230.0 (231.6-228.3)

180 218.3 (206.7-230.0)

200 224.1 (216.7-231.5)

220 222.5 (215.0-230.0)

240 222.4 (231.6-213.3)

260 230.0 (230.0-230.0)

360 249.5 (248.1-251.4)

Activitats expressades en nmol/m¡n/mg prot (mitja deis resultáis de dues preparaclons de cltosol)

Deis resultáis es desprén que l’activitat augmenta fins arribar a uns 225-230 nmol/m¡n/mg
prot, valor que es manté des de 120 fins a 260 nmol Pal-CoA/mg BSA. A la relació de 360
s’observa un augment de Pactivitat, que es pot explicar peí fet que h¡ ha molt poca quantitat de
BSA en relacló a la concentrado de substrat, i en aquest enzlm Pactivitat tendeix a augmentar

quan no h¡ ha BSA en el medí.



Per determinar l’activitat de l’enzim a diferents concentracions de substrat en presencia de
BSA es va escollir la relació de 120 nmol de Pal-CoA/mg de BSA, per trobar-se dins del máxim
i ser la mateixa relació utilitzada en l’estudi de les altres hidrolases. Els resultáis es mostren en

la següent taula:

TAULA 111-18. Acil-CoA hidrolasa citosólica
Corba Palmitoil-CoA amb BSA (120 nmol Pal-CoA/mg BSA).

Pal-CoA Activitat

2.5 |iM 40.1 ( 41.9- 38.3)

5 pM 77.6 ( 79.3- 76.0)

10 p.M 124.6 (126.8-122.4)

15 HM 154.9 (154.4-155.5)

20 p.M 178.6 (178.6-178.6)

30 p.M 197.6 (201.8-193.5)

40 p.M 228.3 (234.9-221.7)

50 p.M 223.2 (233.2-213.3)

60 pM 215.8 (231.6-200.1)

70 *iM 228.3 (231.6-225.0)

80 p.M 215.0 (218.3-211.7)

160 pM 187.7 (186.9-188.6)

Resultáis (nmol/min/mg de protelna citosólica) corresponents a la mitja deis obtinguts de dues preparacions de citosol diferents.



Figura 111-5

Corba Pal-CoA sense BSA

Figura 111-6

Corba Pal-CoA amb BSA



De la comparado de les tables 111-16 i 111-18 es dedueix que l’activitat d’aquest enzim és
lleugerament més alta quan no hi ha BSA en el medí, si bé el máxim en cada cas es troba al

voltant de 40 - 50 (iM de palmltoil-CoA.

En aquest cas, els resultats, tant en abséncia (figura III-5) com en preséncia de BSA (figura
III-6) es van poder ajustar al model de Michaelis I Menten, de forma que es va passar a estudiar
l’efecte exercit pels fármacs sobre aquest enzim.

2. Efecte deis fármacs

TAULA 111-19. Efecte deis fármacs sobre l’acil-CoA hídrolasa citosólica

Activitat

CFB 1 mM

Control 293.6 (311.1-276.2)

291.2 (304.5-277.9)

CFB 5 mM 281.2 (304.5-258.0)

GFB 1 mM

BZF 1 mM

BZF 5 mM

286.2 (294.5-277.9)

306.0 (340.7-271.3)

295.9 (314.0-277.9)

GFB 5 mM 318.3 (332.2-304.4)

Resultats (m¡t¡a de les determinacions de dues preparaclons citosóliques) expressats en nmol/min/mg de proteína.



No s’observa cap efecte deis fármacs sobre l’activitat enzimátlca. Per descartar que aixó fos
degut a la interferéncla de l’albúmlna, es va realltzar el matelx assalg sense addlclonar BSA. Els
resultáis es mostren en la següent taula:

TAULA 111-20. Efecte deis fármacs sobre l’acil-CoA hidrolasa citosólica en abséncia de BSA

Activitat

Control 293.5 (310.8-276.2)

CFB 1 mM 260.2 (321.9-198.5)

CFB 5 mM 269.4 (313.9-225.0)

BZF 1 mM 265.2 (305.5-225.0)

BZF 5 mM 285.1 (338.7-231.6)

GFB 1 mM 267.8 (313.9-221.7)

GFB 5 mM 275.2 (305.6-244.8)

Els resultáis (nmol/mln/mg prot.) corresponen a la mltja deis obtinguts a partir de dues preparacions diferents de citosol.

Donat que en cap cas es va poder determinar el tipus d’inhiblció produ'ída per l’ácld clofíbric
I els sus derivats sobre Pacll-CoA hidrolasa, i degut a la possibllitat de que aixó fos degut a la
¡nteraccló entre el substrat lipofil (acll-CoA) i l’entom membranós de l’enzlm, es va procedir a la
solubilització de l’acil-CoA hidrolasa mlcrosomal.



SOLUBILITZACIO DE L’ACIL-CoA HIDROLASA MICROSOMAL

Per solubilitzar aquest enzim, segons el métode descrit per Berge (1979), els microsomes,
resuspesos en tampó HEPES 15mM, pH=7.4, MgCI2 1.5mM, DTT 0.1 mM i EDTA 0.1 mM, es

mesclen amb un volum igual de n-butanol saturat d’aigua, mantenlnt-ho en agitació constant durant
2 mlnuts. La solució obtinguda es centrifuga a 40000 rpm durant 30 minuts. La fase aquosa es
dialitza en front de 2 I del mateix tampó utilitzat per la resuspensló durant 24 hores a 48C. Els
resultats de l’experiment de purificado es mostren en la següent taula:

TAULA 111-21. Solubilització de l’acil-CoA hidrolasa microsomal

Microsomes Fracció aquosa

Volum 4.4 mi 5.2 mi

Total
proteTna

90 mg 7 mg

Activitat
total

3194.3 ± 849.0
nmol/min

2157.1 ± 185.6
nmol/min

Activitat
específica

35.9 ± 10.4
nmol/min/mg prot

304.1 ± 16.6
nmol/min/mg prot

Recuperado 100% 67.5%

Amb l’enzim solubilitzat, es va realitzar un experiment comprovant que els percentatges
d’inhibició prodults per clofibrat, bezafibrat i gemfibrozil són molt similars ais obtinguts per l’enzim
unit a membrana microsomal.

Finalment, es va estudiar la cinética de la inhibició de 1’acil-CoA hidrolasa microsomal
solubilitzada peí gemfibrozil. Els resultats obtinguts es mostren en la següent taula:



TAULA 111-22. Corba Palmitoil-CoA (enzim solubilitzat)

Pal-CoA Control + GFB 0.25mM + GFB 0.5mM

5 |iM 59 2

(55.1-63.4)
34.4

(34.2-34.7)
21.4

(18.7-24.2)

10 nM 129.1 ± 6.3 68.5 ± 5.8 40.2
(38.6-41.9)

15 |iM 167.4 ± 11.0 80.7 ± 12.3 42.1
(36.4-47.9)

20 nM 201.4+ 9.5 102.7 ± 12.9 62.8
(59.5-66.1)

25 jiM 229.0 ± 2.9 111.3 ± 9.6 64.4

(62.8-66.1)

30 nM 263.1 ± 14.8 121.6 ± 15.3 65.5

(65.0-66.1)

40 306.7 ± 16.0 132.1 ± 18.3 68.3

(68.3-68.3)

60 nM 333.3 ± 23.0 133.4 ±20.1 65.8

(62.8-68.8)

80 p.M 343.7 ± 26.7 129.1 ± 20.0 61.3
(61.1-61.5)

100 p.M 291.5 ± 18.1 98.4 ± 2.8 52.9

(52.9-53.0)

Els resultats (nmols/min/mg prot.) corresponen a la mitja de valors de dues o tres preparacions mlcrosomals ± Terror standard.

Aquests resultats s’ajusten a l’equació de Michaelis ¡ Menten, com s’observa en les Figures
III-7-A, III-7B i III-7-C. La Figura III-8 correspon a la representado de Lineweaver i Burk deis
mateixos resultats. Els parámetres cinétics obtinguts son:



JAULA 111-23. Constants cinetiaues aparents
(acil CoA hídrolasa microsomal solubilitzarial

Control + GEM 0.25mM + GEM 0.5mM

Km ap 28.5 18.2 12.5

V™ ap 470.0 180.6 83.7

S'observa que l’addició de concentracions creixents de gemfibrozil, produeix una disminució
en ,a Vn«* • també, encara que no tan pronunciadament, en la Km. Per tant, l'increment en el
pendent causat per la disminució en la V^, queda compensat parcialment per la disminució del
pendent deguda a l’increment en l’afinitat.

Figura 111-7- A
Corba Pal-CoA control



Corba Pal-CoA amb GFB 0.25 mM

Figura III-7-C
Corba Pal-CoA amb GFB 0.5 mM



Figura 111-8
Representació de Lineweaver i Burk



DISCUSSIO



Com ja s’ha esmentat a la part teórica, existeixen nombrosos interrogants sobre els
mecanismes pels quals els compostos anomenats genéricament "proliferadors peroxisómics", entre
els que s’inclouen la majoria de fármacs utilitzats en el tractament de les hiperlipoprote'ínémies,
produeixen el seu efecte.

La present memoria está inclosa dins un projecte més ampli on es pretén clarificar els
possibles mecanismes pels quals aquests fármacs exerceixen el seu efecte hipolipemiant a través
de l’estudi deis seus efectes sobre diversos sistemes enzimátics responsables de la síntesi
hepática deis ácids grassos.

Les activitats enzimátiques que es pretén avaluar vénen indicades a resquema (5).

En concret, en aquest treball, s’ha estudia! I’efecte "¡n vitro" de l’ácid clofíbric, bezafibrat i
gemfibrozil sobre els següents sistemes enzimátics:

- Enzims de localització citosólica

- Enzim escissor del citrat

- Malat deshidrogenasa
- Enzim málic

- Glucosa 6-fosfat deshidrogenasa

Els tres primers, pertanyen al grup d’enzims que possibiliten la sortida de 1’acetil-CoA (substrat
de la sintasa citosólica) de la mitocóndria al citosol. Com s’observa en les taules 1-4, 1-5, 1-6 i
1-7 només l’enzim málic resulta lleugerament inhibit "¡n vitro" pels tres fármacs assajats. La
magnitud d’aquesta inhibido a concentracions suprafisiológiques fa dubtar que aquest fenómen
tingui trascendéncia "in vivo".



Per altra banda, l’enzim málic i la glucosa 6-fosfat deshidrogenasa són els enzims que

proporcionen els equivalents reductors en forma de NADPH necessarls peí funclonament de l’ácid
gras sintasa citosólica. L’enzim málic és important sobre tot en els adipócits, pero la principal font
de NADPH en els hepatocits és la glucosa 6-fosfat deshidrogenasa (Lehninger).

Aquest enzim resulta fortament inhibit "in vitro” per l’ácid clofíbric, bezafibrat i gemfibrozil, sent
l’ordre de potencia inhibitoria GFB > BZF > CFB.

Estudis "in vivo" reaiitzats únicament amb clofibrat, mostren profundes discrepáncies respecte
l’efecte produít: en alguns estudis l’activitat de la glucosa 6-fosfat deshidrogenasa s’ha vist
incrementada, en altres disminuida, i en altres no ha resultat afectada peí tractament semicrónic
amb clofibrat (Tosh i col., 1989 ). Per tant no es pot establir cap relació entre els efectes "in vivo”
i "in vitro" d’aquests fármacs sobre la glucosa-6-fosfat deshidrogenasa.

En un futur es preveu estudiar més a fons l’efecte "in vivo" i "in vitro" de tots tres fármacs
sobre la glucosa 6-fosfat deshidrogenasa per tal de realitzar estudis comparatius i determinar amb
exactitud l’efecte produi't.

- Enzims microsomals

- Cadenes de transpon electrónic
. NADH-citocrom c reductasa

. NADH-citocrom b5 reductasa

. NADPH-citocrom c reductasa

- Acil-CoA hidrolasa
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Cadenes de transport electrónic microsomal

Les cadenes de transport electrónic microsomal ténen un importantíssim paper fisiológlc,
dones vehiculitzen electrons des del NADH i el NADPH cap a nombrases reaccions metabóliques,
algunes d’elles de gran rel.leváncla en el procés de síntesl deis ácids grassos poliinsaturats en el
fetge i altres teixlts, per exemple elongació i desaturació ( Nagi i col., 1989 ).

En concret s’han avaluat les actlvltats NADH-citocrom b5 reductasa i NADPH-citocrom P-
450 reductasa utilitzant com a acceptors artificiáis deis electrons el ferricianur potássic i el
citocrom c respectivament. Per altra banda s’ha determinat l’activitat conjunta del sistema NADH-
citocrom b5 reductasa i del citocrom b5, activitat que globalment s’anomena NADH-citocrom c

reductasa, utilitzant també com a acceptor artificial el citocrom c.

De les tres activitats esmentades, l’addició d’ácid clofíbric, bezafibrat i gemfibrozil al medi
d’incubació només afecta el sistema NADH-citocrom c reductasa ( Taules 1-1,1-2 i I-3 ), resultant
en un important increment en la seva activitat específica. Així, treballant a 100 |ig de protema
microsomal/ml, es produeixen incerments en l’activitat enzimática del 21%, 29% i 95%, per l’ácid
clofíbric, bezafibrat i gemfibrozil respectivament, tots ells a la concentració de 5 mM.

Cal destacar que l’ordre de potencia estimuladora deis tres fármacs esmentats ( GFB > BZF
> CFB ) es correspon amb l’ordre de potencia terapéutica que manifesten aquests fármacs en el
tractament de les hiperlipoproteínémies (Todd i Ward, 1988 ).

L’efecte estimulador que produeixen aquests fármacs sobre el sistema NADH-citocrom c
reductasa és degut a una interacció directa fármac-enzim, fet que es demostra quan a l’addicionar
els fármacs en preséncia de NADH i citocrom c i en abséncia de proteína microsomal, s’obté una
activitat nul.la.

Altres característiques de l’efecte estimulador observat són la reversibilitat ( Taula II-5 ), i la
independéncia del temps d’incubació ( Taula 11-1 ) i de la quantitat de proteína microsomal en
Pintérval de concentracions assajat (25-150 pig/ml) ( Taula II-2 ).



En canvi, s’observa una estricta dependéncia entre el grau d’estimulació produít i la
concentració de fármac present ( Taula 11-4 ).

Donat que en les nostres condlclons de treball la máxima concentració de gemfibrozil que es

pot assolir en el medi d’incubació és de 5 mM, és prácticament imposslble determinar
experimentalment Pefecte máxim produTt peí fármac. Per solventar aquest problema s’ha utilitzat
l’análisi de Scatchard, segons el métode aplicat per Kokarek i col. (1989), que ens permet dedulr
un valor d’estimulació máxima del 295% (assignant un 0% d’estimulació ais valors control) i una
CEj,, de 9.5 mM peí gemfibrozil. A pesar de que aquest valor excedelx les concentracions máximes
assolides en plasma després del’administració terapéutica d’aquest fármac (0.06-0.1 mM) ( Todd
i Ward, 1988 ), es dona la circumstáncia de que aquest fármac és l’unic deis tres assajats que

té una marcada tendencia a acumular-se en el fetge, de forma que no es pot descartar un

possible efecte "in vivo".

En un estudi realitzat "in vivo" per Kawashima i col. (1989) s’ha trobat que l’administració
d’ácid clofíbrlc al 0.5% p/p durant una setmana produeix una disminució en l’activitat NADH-
citocrom c reductasa, sense que resulti afectada la NADH-citocrom b5 reductasa ni els nivells de
citocrom b5. Aquesta aparent contradicció entre els resultáis "in vivo" i "in vitro" pot ser deguda al
métode (administració semicrónica o incubació durant uns mlnuts) o a la manifesta diferéncia de
poténcia farmacológica entre clofibrat i gemfibrozil. En qualsevol cas, seria necessari efectuar
tractaments "in vivo" amb els tres fármacs per tal de fer un estudi comparatiu deis efectes.

L’estudi cinétic de l’efecte estimulador del gemfibrozil sobre el sistema NADH-citocrom c

reductasa es va realitzar en primer lloc mesurant l’activitat enzimática en preséncia de diferents
concentracions de citocrom c ( Taula II-6 ). L’análisi deis resultáis peí métode de Lineweaver i
Burk (figura II-2) ens proporciona els valors de les constants cinétiques aparents (Taula II-7). Es
pot observar que el valor de la v^ aparent s’incrementa molt ( 1515 nmol/min/mg peí control
respecte 2299 nmol/min/mg en preséncia de GFB 3 mM ). Aquests resultáis permeten deduír que
el gemfibrozil facilita la transferéncia d’electrons del citocrom b5 reduít al citocrom c.



Quan es manté fixa la concentració de citocrom c i es varia la de NADH es produeix no

només un increment en la aparent ( 1245 nmol/min/mg pels valors control respecte 2043
nmol/mln/mg en preséncia de GFB 3 mM ), sinó que concomitantment es produeix un augment
en la k„, aparent, que passa de 5.6 en el control a 10.1 en preséncia de GFB 3 mM (Taula II-9).
Aquests valors semblen Indicar que el gemfibrozil produeix una disminució de l’afinitat del sistema
peí NADH.

Donat que el gemfibrozil no afecta l’activitat NADH-citocrom b5 reductasa, és lógic pensar que
el fármac no actúa a nivell de la transferéncia d’electrons del NADH a la flavoreductasa.

L’augment de la l^ aparent peí NADH indicaría, en canvi, que el gemfibrozil dificulta el pas deis
electrons des de la reductasa al citocrom b5. Aquesta dificultat es veu superada en preséncia de
citocrom c degut a l’increment del flux d’electrons del citocrom b5 a l’acceptor artificial.

Per altra banda, es pot descartar que l’efecte sigui degut a una modificació directa del
citocrom c, dones l’activitat NADPH-citocrom c reductasa, on els electrons flueixen directament de
la flavoproteína a l’acceptor artificial, no es veu afectada per l'addició del fármac.

Es coneix amb torga certesa que la transferéncia d’electrons entre el citocrom b5 i altres
proteínes, com el citocrom c i les dues flavoreductases microsomals, té lloc per acoblament de
cárregues complementáries entre dominis positius d’aquestes proteínes I la superficie aniónica del
citocrom bs ( Dailey i col., 1980; Tamura I col., 1988 ). Donat que l’ácid clofíbric i els seus deriváis
s’han utilitzat en la seva forma aniónica, és possible que els efectes observats siguin deguts a una

interacció deis fármacs amb el citocrom b5 que d’alguna manera produís una reorganització de
l’acoblament de cárregues.

Per altra banda, l’ácid clofíbric, bezafibrat i gemfibrozil ténen molla avidesa per unir-se a les
proteínes, de forma que les diferéncies de potencia que existeixen entre ells podrien adscriure’s
no solament a l’interacció de cárregues sinó també a les diferents afinitats d'unió amb el citocrom
b5.



Acil-CoA hidrolasa

En el fetge de rata existeixen tres acil-CoA hidrolases diferents: una de localització

microsomal, la segona localítzada en la matriu mitocondrial, i la tercera citosólica (Miyazawa I col.,
1981 ).

Donat que, en principi, l’acil-CoA hidrolasa de més alta activitat és la microsomal ( Berge i
col., 1981; Gatt i Bartfai, 1977), es va escollir aquest enzim per estudiar l’efecte de l’ácid clofibric,
bezafibrat i gemfibrozil sobre la seva activitat.

Com s’observa en la taula I-8, l’addició d’aquests fármacs provoca una marcada inhibido de
la palmitoil-CoA hidrolasa microsomal. La inhibido produída és depenent de la concentració de
fármac addicionat al medi d’incubació, sent les Cl^ :

- 2.85 mM per l’ácid clofibric

- 0.97 mM peí bezafibrat

- 0.15 mM peí gemfibrozil

Cal esmentar que la Cijo peí gemfibrozil es troba dins els límits de concentració que
s’assoleixen en el plasma huma després de l’administració de dosis terapéutiques d’aquest fármac
( Todd i Ward, 1988 ), de forma que sembla factible esperar un efecte "in vivo" del gemfibrozil
sobre aquest enzim.

Per altra banda pot observar-se que la potencia inhibitoria d’aquests fármacs sobre l’acil-CoA
hidrolasa microsomal és GFB > BZF > CFB, ordre que coincideix amb el corresponent a la seva

efectivitat terapéutica.

Donat que el gemfibrozil és el més potent deis tres fármacs assajats, es va procedir a
estudiar la inhibido produída per aquest fármac, que es caracteritza per ser reversible (Taula III-
4 ), i independent del temps d’incubació ( Taula 111-1 ) i de la quantitat de proteTna microsomal



present en el medí d’incubació, en l’intérval de concentracions assajat (25-100 ng/ml) , com es

mostra en la Taula III-2.

L’estudi de les característiques cinétiques de la inhibició de l’ac¡l-CoA hidrolasa peí gemfibrozil
va presentar moltes dificultáis. En la Taula III-5, es mostren les activitats d’aquest enzim en

abséncia I en preséncla de dues concentracions de gemfibrozil per a diferents concentracions de
palmitoil-CoA. Aquests resultáis s’han obtingut en preséncia d’una quantitat fixa (40 jxM) de BSA
en el medi d’incubació. Les dades obtingudes presenten un comportament lleugerament sigmoidal,
de forma que no poden ajustar-se al model de Michaelis i Menten, resultant impossible el cálcul
de les constants cinétiques i la determinado del tipus d’inhibició produ'ft.

Aqüestes desviacions del model de Michaelis i Menten son freqüents en enzims integráis o

associats a membrana que utilitzen lipids amfipátics com a substrat ( Gatt i col., 1977 a i b; Pauly
i col., 1988; Bessoule i col., 1988 ). Aquests compostos poden trobar-se inclosos la membrana,
disolts en el citosol en forma monomérica o en forma micel.lar per sobre la concentrado micel.lar
crítica (CMC) ( Zahler i col., 1969 ). L’enzim pot utilitzar exclusivament una d’aquestes formes,
dues d’elles o totes tres alhora, de forma que resulta molt difícil precisar la concentració real de
substrat que utilitza l’enzim.

Per altra banda, en moltes situacions, com és el cas de l’acil-CoA hidrolasa, les formes
micel.lars del substrat actúen com a inhibidors de l’activitat enzimática ( Berge i col., 1981 a ). A
més, existeix l’agravant de que la CMC, per sobre la qual comencen a formar-se les micel.les in-
hibitóries, resulta difícil de determinar, dones depén del pH, torga iónica i temperatura del medi on
es troba disolt ( Berge i col., 1981 a ).

Una dificultat addicional la constitueix el fet que el palmitoil-CoA, així com altres acil-CoAs
de cadena llarga, ténen propietats detergents, de forma que a concentracions molt altes poden
alterar i fins i tot solubilitzar les membranes cel.lulars, afectant així els enzims integrants o

associats a elles ( Zahler i col., 1969 ).

Per sota la CMC, l’acil-CoA hidrolasa microsomal purificada presenta comportament michaeliá
( Berge ¡ col., 1981 b). Per aixó molts cops s’addiciona BSA al medi d’incubació, dones aquesta,
a l’unir-se a una gran proporció del palmitoil-CoA present, incrementa artificialment la CMC
d’aquest, permetent treballar a concentracions altes de palmitoil-CoA sense que es formin micel.les



inhibitóries ( Gatt i col., 1977). L’addició de BSA s’ha de fer, pero, a una relació óptima entre les
concentracions de palmitoil-CoA I de BSA. Si es treballa per sota d’aquesta relació óptima, la BSA
competeix efectivament amb l’enzim peí substrat present, dificultant així la reacció enzimática.
Tampoc és convenient superar aquesta relació, dones llavors la BSA está completament saturada
i l’excés de palmitoil-CoA es tradueix en la formado de micel.les inhibitóries.

Donat que els treballs de Berge i col. s’han realitzat amb enzim purificat i resulta difícil
extrapolar els seus resultats a les nostres condicions de treball en les que s’han utilitzat
preparacions microsomals, es va decidir determinar les condicions idónies per a la realització deis
estudis cinétics en el nostre cas.

En primer lloc, es va determinar l’activitat enzimática en front de concentracions creixents de
substrat en abséncia de BSA ( Taula III-6). Es va trobar que el máxim d’activitat es produia a la
concentració 40 |iM de palmitoil-CoA. A concentracions més altes de substrat, l’activitat de l’enzim
disminuía, probablement degut a l’efecte inhibitori de les micel.les.

Donat que l’activitat máxima del’enzim depen de la relació de concentracions de palmitoil-
CoA i BSA ( Berge, 1979 ) es va valorar quina era la relació óptima. Per fer-ho, es va determinar
l’activitat de l’acil-CoA hidrolasa en preséncia de BSA, utilitzant una concentració fixa (40 p.M) de
palmitoil-CoA. Els resultats (Taula III- 7) mostren que el máxim d’activitat s’obté entre 100 i 160
nmol Pal-CoA/mg BSA. Com a relació óptima es va escollir 120 nmol Pal-CoA/mg BSA, per ser
aquesta la descrita a la bibliografía ( Berge, 1979; Berge i Farstad, 1981) i la que haviem utilitzat
en els estudis iniciáis.

Per últim es va determinar l’activitat de l’enzim a diferents concentracions de substrat,

mantenint per cadascuna d’elles la relació 120 nmol Pal-CoA/mg BSA (Taula III-8). En aqüestes
condicions s’observa que el máxim d’activitat es produeix a una concentració més alta de palmitoil-
CoA (60 p.M), degut a que en preséncia de BSA , per una mateixa quantitat de substrat
addicionat, la quantitat de monómer lliure disponible per l’enzim és menor. Malauradament, inclús
en aqüestes condicions óptimes continua sent impossible l’ajust deis resultats al model de
Michaelis i Menten.



Per altra banda, encara que en abséncia de BSA els percentatges d’inhibició produíts pels
tres fármacs son prácticament ¡déntics ais obtinguts en presencia de BSA ( comparar la Taula III-
9 amb les taules 111-3 A, B i C ), tampoc els resultáis obtinguts en abséncia de BSA s’ajustaven
al model michaeliá.

Cal destacar que les condicions idónies per la valorado de 1’acil-CoA hidrolasa microsomal
i mitocondrial són les mateixes que les descrites en la bibliografía pels mateixos enzims purificáis.

Degut a les dificultáis que presentava l’estudi de les propietats cinétiques de 1’acil-CoA
hidrolasa microsomal, es va decidir estudiar l’efecte deis fármacs sobre l’enzim mitocondrial. Com

en el cas anterior, l’addició d’ácid clofíbric, bezafibrat i gemfibrozil al medi d’incubació té un efecte
inhibitori sobre Pacil-CoA hidrolasa mitocondrial, efecte que és depenent de la concentrado de
fármac addicionat. Les Cl^, per cadascun d’ells són:

-1.49 mM per l’ácid clofíbric

- 0.58 mM peí bezafibrat

- 0.13 mM peí gemfibrozil

De la comparació de les CI.» deis tres fármacs per les dues hidrolases estudiades es desprén
que l’enzim mitocondrial és més sensible a l’acció d’aquests fármacs, sobre tot a la de l’ácid
clofíbric i del bezafibrat ( CI*, per l’enzim microsomal de 2.85 mM i 0.97 respectivament).

En l’estudi de la cinética de la inhibido de Pacil-CoA hidrolasa mitocondrial es van obtindre

resultáis molt similars ais obtinguts amb l’enzim microsomal: Concentració óptima de palmitoil-CoA
en abséncia de BSA de 40 nM ( Taula 111-12 ), relació Pal-CoA/BSA de 120 nmol Pal-CoA/mg
BSA ( Taula 111-13 ) i concentració óptima de palmitoil-CoA en preséncia de BSA de 40-60 p.M (
Taula 111-15).

La coincidéncia deis resultáis és deguda a que a pesar de que són enzims diferents ( Berge
i col., 1981 b) el seu substrat comú (palmitoil-CoA) té un comporatment molt semblant en un medi
membranós similar. L’única diferéncia observada és que en aquest cas, l’addició de BSA produeix
un descens en el percentatge d’inhibició (comparar les taules 111-15 amb les taules 111-11 A,B i C).



De totes formes, les dades obtingudes tampoc van ajustar-se a! model de Michaelis i Menten,
ni tant sois a les condicions idónies trobades.

Donada la similitud deis resultáis obtinguts amb les dues acil-CoA hidrolases de membrana,
es va decidir estudiar l’efecte de l’ácid clofíbric, bezafibrat i gemfibrozil sobre una acil-CoA
hidrolasa citosólica. Per fer aquest estudi es va escollir 1’acil-CoA hidrolasa de citosol de cervell,

per les següents raons:

- en condicions normáis, l’activitat de 1’acil-CoA hidrolasa citosólica hepática és molt baixa,
en tant que la de localització cerebral té una activitat molt elevada (5 o 10 vegades superior a la
de l’enzim microsomal).

- L’administració de proliferadors peroxisómics en forma semi-crónica fa que s’indueixin en

el citosol hepátic dues formes de l’acil-CoA hidrolasa, anomenades hidrolases I i II ( Kawashima
i col., 1982; Kawashima i col., 1983; Katoh i col., 1987 ). La forma I, que sembla ser la forma
nativa, present en el fetge no indu'ft, no es diferencia en quant a pes molecular, propietats
cinefiques i estabilitat térmica de l’acil-CoA hidrolasa citosólica de cervell ( Katoh i col., 1987 ).

A l’igual que en els altres dos cassos, es va fer un estudi per determinar les
condicions idónies per la valorado de l’activitat de l’enzim. En abséncia de BSA, la máxima
activitat s’obté a 50 jxM de palmitoil-CoA (Taula 111-16). Per tal que els resultáis fóssin
comparables, ais obtinguts amb els anteriors enzims, i donat que la diferéncia entre les activitats
obtingudes a 40 i a 50 de palmitoil-CoA és mínima ( 238 i 247 nmol/min/mg de proteína
respectivament), es va escollir 40 p.M com a concentració idónia.

De la Taula 111-17 es desprén que la relació óptima entre les concentracions de palmitoil-
CoA i BSA oscil.la en un ampli marge entre 120 i 160 nmol Pal-CoA/mg BSA i per les mateixes
raons abans exposades es va escollir com a idónia la relació de 120 nmol Pal-CoA/mg BSA. En
aquest cas, pero no té massa sentit parlar de relació óptima, dones l’addició de BSA provoca una
disminució en l’activitat de l’enzim (comparar Taules 111-16 i 111-18),probablement degut a depleció
del substrat, resultats que concorden amb els obtinguts per Miyazawa i col. (1981) sobre la hidro-
lasa citosólica hepática induída per clofibrat.



El comportament cinétic de 1’acil-CoA hidrolasa citosólica va ser completament diferent al deis
enzims de membrana, dones les dades, tant en abséncia com en presencia de BSA, es van

ajustar perfectament a l’equació de Michaelis I Menten.

Malauradament, pero, en cap de les dues situacions es va detectar variado en l’activitat
enzimática a l’addicionar els fármacs al medí d’incubació ( Taules 111-19 i III-20 ).
L’ácid clofíbric, bezafibrat i gemfibrozil son, dones, inefectius com a inhibidors de Pacil-CoA
hidrolasa citosólica.

Es interessant destacar la correlació existent entre els resultats obtinguts "in vitro" i els
presentats per certs autors després del tractament "in vivo" ( Berge i col., 1984; Mentlein, 1986),
almenys en el cas del clofibrat, únic d’aquests fármacs amb el que s’han realitzat estudis
exhaustius. Així, l'administració semicrónica de clofibrat en la dieta ( 0.3% p/p durant 10 dies )
produeix en els animáis tractats una disminució en l’activitat acil-CoA hidrolasa microsomal i
mitocondrial ( almenys en la fracció corresponent a les mitocóndries pesades ). En canvi l’acil-
CoA hidrolasa citosólica, que, com acabem de veure, és Túnica que no resulta inhibida "in vitro",
sofreix "in vivo" un increment enorme en la seva activitat, probablement per una resposta de
compensació cel.lular ( Berge i col., 1981; Mentlein i col., 1986 ). Donat que l’ácid clofíbric és
Tinhibidor menys potent deis tres fármacs assajats, seria interessant efectuar estudis "in vivo"
similars ais citats amb bezafibrat i gemfibrozil.

Tenint en compte que la cinética de Tacil-CoA hidrolasa citosólica s’ajusta al model de
Michaelis i Menten, i les de les hidrolases de membrana no, es va pensar que la distorsió respecte
el model michaeliá podía ser deguda a la influencia de Pentom membranós. Per aquest motiu es
va procedir a la solubilització de Tenzirn microsomal segons el métode de Berge (1979). Al tractar-
se d’un enzim associat a membrana, no integrat en la mateixa, és fácil solubilitzar-lo sense que

es desnaturalitzi i perdí activitat.

Un cop solubilitzat, i havent comprovat que Tefecte inhibidor deis fármacs es mantenía en els
mateixos percentatges, es va determinar l’activitat de Tenzirn a concentracions creixents de
palmitoil-CoA (relació 120 nmol Pal-CoA/mg BSA) en abséncia i en preséncia de dues con-
centracions diferents de gemfibrozil (0.25 i 0.5 mM).



En aquest cas els resultáis ( Taula 111-22 ) es van poder ajustar a l’equació de Michaelis i
Menten. Sembla ser, dones, que la desviació del comportament michaeliá pot ser deguda a la
interferéncia que suposa la interaccló entre el substrat lipofil i l’entorn lipidie de la membrana.

El sistema enzimátic que estem considerant pot representar-se segons el següent esquema
general (Segel):

K, K„
E + S' "ES > E + P

+ +

El + S±=r ESI »• El + P

aK, BKp

E: enzim

P:producte

I: inhibidor

E S

K.= (Constant de dissociació del complex ES)
ES

E 1

K,= (Constant de dissociació del complex El)
El

Kp = Constant de velocitat de formació de producto



L’análisi de Lineweaver ¡ Burk de les dades obtingudes amb 1’acil-CoA hidrolasa solubilitzada
mostra rectes que es creuen en un punt per sota l’eix d’abscisses (Figura 111-8).
Al calcular les constants cinétiques, es va trobar que l’addició de gemfibrozil al medí d’incubació
provocava la disminució tant de la Km com de la aparents.Es tracta, dones, d’una inhibido de
tipus mixte.

La disminució de la Km vol dir que l’afinitat del complex El peí substrat és major que la de
Penzim E (a < 1).

Per altra banda, la disminució de la aparent pot ser deguda a dues situacions:

- a que la productivitat del complex EIS siguí menor que la del complex ES (6 < 1).
- a que el complex ESI no siguí productiu (6 = 0)

En el primer cas, es tractaria d’una inhibido hiperbólica mixta (a < 1, 6 < 1). Donat que el

complex ESI pot formar producte, la velocitat de la reacció si ens trobéssim en aquest sistema mai
podría fer-se zero, per molt que s’incrementés la concentrado d’inhibidor.

En canvi en el segon cas (inhibido mixta linear), la presencia d’una concentració suficientment
elevada d’inhibidor, pot conduir a Panul.lacio total de l’activitat enzimática.

El fet que els resultáis mostráis en la taula I-8 indiquen que el gemfibrozil, a una concentració
de 5 mM i en preséncia de la mateixa quantitat de protei'na utilitzada en la valorado de les
característiques cinétiques, produeix una inhibido prácticament total (99.3%) fa pensar que ens
trobem davant d’una inhibido de tipus no competitiu, mixte i linear.

Per últim, destacar que sempre que hem trobat un efecte farmacológic, l’ordre de poténcia
pels tres fármacs estudiats és el mateix ( GFB> BZF > CFB ), idéntic a l’ordre de poténcia
terapéutica en la seva utitlització en clínica humana. Encara que és massa aviat per treure
conclusions i falten encara moltes activitats enzimátiques per estudiar, així com la realització de
l’estudi comparatiu de les activitats "¡n vivo" deis tres fármacs, aquesta coincidéncia sembla indicar
que ens trobem en un camí adequat.



CONCLUSIONS



A. Cadenes de transport electrónic microsomal

1. De les tres activitats enzimátiques estudiades ( NADH-citocrom b5 reductasa, NADPH-
citocrom c reductasa ¡ NADH-citocrom c reductasa), només aquesta darrera resulta afectada
per l’addició de l’ácid clofíbric i els seus derivats bezafibrat I gemfibrozil al medí d’incubació,
produlnt-se una estimulació de l’activitat enzlmática. L’ordre de poténcia per a aquest efecte és
GFB > BZF > CFB.

2. L’estlmulació de Factivitat NADH-citocrom c reductasa no depén ni del temps d’incubació
ni de la concentració de prote'ina microsomal present en el medi d’incubació en l'escala de
concentracions assajada (25-150 pig/ml), és reversible i mostra una estricta dependéncia de la
concentració de fármac present.

En les nostres condicions de treball, el gemfibrozil produeix una estimulació máxima del
295%, sent la seva CE^ de 9.5 mM.

3. El fet que Factivitat NADH-citocrom b5 reductasa no resulta modificada indicaría que el pas
deis electrons de la flavoreductasa al citocrom c no es veu afectat peí fármac. Per altra banda,
l’estimulació tampoc sembla ser deguda a una modificado directa del citocrom c, dones l’activitat
NADPH-citocrom c reductasa no es veu afectada per l’addició d’aquests fármacs al medi
d’incubació.

Per tant, possiblement l’unic punt on aquests poden actuar és modificant el flux d’electrons
a través del citocrom b5.



4. L’addició de concentracions creixents de gemfibrozil provoca un increment en la vmix i en
la !(„, aparents peí NADH. En canvi, peí citocrom c només s’incrementa la vm„ aparent, en tant
que la no varia. Hipotétlcament, aixó pot significar que el fármac dificulta el pas deis electrons
des de la reductasa fins al citocrom b5, i al mateix temps incrementa el flux electrónic des d’aquest
fins l’acceptor artificial, el citocrom c. En el sistema en conjunt predominaría aquest efecte,
manifestante el fenómen d’estimulació.

B. Acil-CoA hidrolasa

1. S’ha pogut demostrar que les condicions óptimes de valorado de les hidrolases microsomal
i mitocondrial (40 p.M de palmitoil-CoA, 120 nmol Pal-CoA/mg BSA) són idéntiques a les
establertes per les formes purificades d’aquests enzims.

2. L’activitat acil-CoA hidrolasa resulta inhibida per l’addició d’ácid clofíbric, bezafibrat i
gemfibrozil al medi d’incubació. Aquests fármacs mostren una selectivitat d’acció en front les
diferents hidrolases estudiades, en l’ordre acil-CoA hidrolasa mitocondrial > microsomal >

citosólica. Aquest darrer enzim prácticament no resulta afectat.

3. La inhibido de l’acil-CoA hidrolasa microsomal peí gemfibrozil és reversible, no depén del

temps d’incubació ni de la quantitat de proteína microsomal present (25-150 jig/ml), i
manifesta una relació estricta entre la concentrado de fármac i el grau d’inhibició assolit. Les Cijo
pels tres fármacs estudiáis són:

- 2.85 mM per l’ácid clofíbric
- 0.97 mM peí bezafibrat
- 0.15 mM peí gemfibrozil

L’ordre de potencia inhibitoria és GFB > BZF > CFB.



4. L’ordre de potencia inhibitoria per 1’acil-CoA hidrolasa mitocondrial és el mateix que per
l’enzim microsomal, presentant les següents CI.* :

-1.49 mM per l’ácid clofíbric
- 0. 58 mM peí bezafibrat
- 0.13 mM peí gemfibrozil

5. Cal destacar que la CI,* del gemfibrozil per les acil-CoA hidrolases microsomal i
mitocondrial es troba dins els valors de concentració máxima plasmática assolida per aquest
fármac en la seva administrado en clínica humana.

6. La solubilització de l’acil-CoA hidrolasa microsomal permet evidenciar que l’efecte inhibidor
és degut a una interacció directa fármac-enzim, no a un efecte inespecífic sobre la membrana,
dones l’inhibició persisteix inclús després d’alliberar l’enzim del seu entorn membranós.

7. L’ajust a la cinética michaeliana que s’aconsegueix al solubilitzar Penzim, permet determinar
els valors de les constants cinétiques aparents v^ i l^, les quals disminueixen en presencia de
gemfibrozil. Els resultats obtinguts permeten suposar que la inhibido és de tipus no competitiu,
lineal i mixte.

C. Enzims citosólics

S’ha estudiat l’efecte de l’ácid clofíbric, bezafibrat i gemfibrozil sobre les següents activitats
enzimátiques:

- Enzlm escissor del citrat

- Málic deshidrogenasa

- Enzim málic

- Glucosa 6-fosfat deshidrogenasa
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Els fármacs assajats provoquen una inhibició de les activitats de l’enzim málic i, amb una

major intensitat, de la glucosa 6-fosfat deshldrogenasa, sent l'ordre de potencia inhibitoria GFB
> BZF > CFB.

Finalment, destacar el fet que per tots els efectes descrits l’ordre de potencia farmacológica
( GFB > BZF > CFB ) és idéntic a l’ordre d’efectivitat clínica en la seva aplicado terapéutica.
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