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ABREVIACIONS

ACAT: Acil colesterol aciltransferasa

ACP: Acil carrier protein

apo: apoproteina

ATP: adenosin frifosfat

BSA: Bovine serum albumin

BZF: Bezafibrat

CFB: Clofibrat

cit: citocrom

CMC: concentracié micel.lar critica

CoA: coenzim A

DEA: Dietanolamina

DEHP: Di(2-etilhexil)ftalat

DTNB: Acid 5,5"-ditio-bis-(2-nitrobenzoic)

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Acid etilendiamino tetracétic



FAD: Flavin adenin dinucleotid

Fp, : NADH-citocrom b, reductasa

Fp; : NADPH-citocrom ¢ 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 dinucledtid (forma reduida)

NADP(H): Nicotinamida dinucleotid fosfat (forma reduida)

Pal-CoA: Palmitoil-Coenzim A

QM: Quilomicrons

REL: Reticle endoplasmatic llis



rpm: revolucions per minut

Tris: Tris(hidroximetil)aminoeta

VLDL: Very low density lipoprotein



INTRODUCCIO



L'acid clofibric o la seva forma esterificada, el clofibrat, aixi com diversos derivats de la
seva estructura, bezafibrat, fenofibrat i gemfibrozil, es troben actualment en el mercat
farmacéutic espanyol sota la indicacid de farmacs hipolipemiants. Aquests farmacs estan, doncs,
indicats en el fractament farmacologic de les hiperlipoproteinémies, que, segons la Societat
Espanyola d'Arteriosclerosi, constitueixen el factor de risc modificable més important en
I'establiment de I'arteriosclerosi i la seva seqiiela de malalties cardiovasculars.

Especificament, aquests compostos son farmacs de primera eleccié en el tractament de:

- Hipercolesterolémia primaria: S'engloben en aquest apartat les hipercolesterolémies amb
elevacio del colesterol plasmatic (normalment degut a un increment de la concentracid de
colesterol-LDL plasmatic circulant), i valors practicament normals de ftriglicerids. Entre elles
destaquen la hipercolesterolémia familiar essencial, la hiperlipoproteinémia poligénica i la
hiperlipoproteinémia familiar combinada, en els cassos en que l'alteracié predominant correspon
ales LDL (fenotips lla i alguns 1Ib). En aquests cassos, els farmacs d'eleccié seran, entre d'altres,
fenofibrat i bezafibrat.

- Hiperlipoproteinémia familiar combinada, referint-se en aquest cas al fenotip lib tipic, en
qué es produeix una elevacié conjunta dels nivells de LDL i VLDL. En auest cas els farmacs
d'eleccié son gemfibrozil, fenofibrat i bezafibrat.

- Hiperlipoproteinémia tipus lIl, en la que es produeix una elevacié patologica dels nivells
circulants de VLDL i IDL, amb el conseglent augment de les concentracions plasmatiques de
colesterol i de triglicérids. El farmac d'eleccié sera el clofibrat.

- Hipertrigliceridémies (tipus IV i V), en les que es produeix majoritariament un increment
de triglicerids, lligats a les VLDL i QM. Els farmacs d'eleccid serien gemfibrozil i clofibrat.



Malgrat que I'eficacia d’aquests farmacs 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:

. Inhibicié de la sintesi de VLDL, per afectacié de la sintesi hepatica de triglicérids.

. Estimulacié del catabolisme de les LDL, per activacid de les lipoproteinlipases
periferiques.

. Inhibicié de la hidroximetilglutaril-CoA reductasa i estimulacio de la expressié hepatica
dels receptors de les LDL.

. Increment de la B-oxidacidé dels acids grassos, tant mitocondrial com peroxisdmica.

En qualsevol cas, les modificacions bioquimiques responsables del desencadenament
d’aquests processos, no estan encara suficientment delimitades.

Els acids grassos saturats, mono i poliinsaturats, sén els constituents essencials dels
fosfolipids de membrana, i dels fosfolipids i triglicerids integrants de les lipoproteines. Una
modificacié en la composicié d'acids grassos pot alterar la fluidesa de la membrana, i afectar aixi
molts processos enzimatics ( Prasad i col., 1986 ).

A part d'aquesta funcié estructural, alguns acids grassos poliinsaturats, com I'acid araquidonic
(20:4 n-6), l'acid eicosapentanoic (20:5 n-3) i I'acid adrénic (22:6 n-3), son coneguts precursors
biosintétics de prostanoids. Aquests estan involucrats en nombrosos processos fisiologics i
patologics, tals com la homeosasia, trombosi, reaccions al.lergiques i processos inflamatoris (
William i col., 1988). Tanmateix, s'ha observat que les dietes riques en acids grassos poliinsaturats
exerceixen un efecte hipolipemiant ( Desreumaux i col., 1977 ), relacionant alguns autors ['in-
crement en l'activitat LPL amb el grau d'insaturacié dels acids grassos integrants dels fosfolipids
de les lipoproteines plasmatiques.

Es evident, doncs, que una alteracié de la composicié quali i quantitativa dels acids grassos
pot repercutir de manera molt important sobre el patré lipoproteic plasmatic.
L'objectiu d'aquest treball ha estat estudiar I'efecte "in vitro" de I'acid clofibric, bezafibrat i
gemfibrozil sobre una série d'enzims hepatics que intervenen de manera directa o indirecta en
el procés de sintesi d'acids grassos.



En concret, els enzims estudiats han estat:

- Enzims de localitzacid citosolica:

. Enzim escissor del citrat

. Malic deshidrogenasa

. Enzim malic

. Glucosa-6-fosfat deshidrogenasa

- Enzims de localitzacié microsomal

. Cadenes de transport electronic microsomal:
- NADH-citocrom ¢ reductasa
- NADH-citocrom b, reductasa
- NADPH-citocrom ¢ reductasa
. Acil-CoA hidrolasa (també les acil-CoA hidrolases mitocondrial i citosdlica)

Aquest treball s'inclou dins un projecte més ampli on s'avaluara l'efecte "in vivo" i "in vitro"
d'aquests i altres proliferadors peroxisdmics sobre les vies biosintétiques hepatiques dels acids
grassos.

El coneixement concret de I'activitat d'aquests farmacs sobre els enzims esmentats, permetra
clarificar el mecanisme desencadenant de I'efecte hipolipemiant.
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1. METABOLISME D'ACIDS GRASSOS

Els animals obtenen els acids grassos bé per la dieta, bé per la sintesi "de novo" a partir
d'acetil-CoA. La majoria d'acids grassos son ingerits com a triglicerids, i, en menor grau, com a
fosfolipids i ésters de colesterol.

En lintesti prim, la lipasa pancreatica degrada els friglicérids a acids grassos i 2-
monoacilglicerol. Els fosfolipids i ésters de colesterol també sén hidrolitzats donant lloc a I'aparicié
d'acids grassos lliures. Aquests entren dins I'enterdcit normalment per difussié. Un cop han estat
transformats en acil-CoA ésters per accié de lacil-CoA sintasa microsomal, s'utilitzen per
resintetitzar triglicérids, fosfolipids i ésters del colesterol, els quals es complexen amb apolipopro-
teines per formar lipoproteines, principalment quilomicrons. Aquests son alliberats a la limfa, i a
través del conducte toracic arriben fins I'unié de les venes subclavia i jugular, i entren a la sang.

La lipoproteinlipasa de I'endoteli vascular, actua sobre els triglicerids i fosfolipids que
transporten les lipoproteines, hidrolitzant-los i alliberant acids grassos. Aquests acids grassos,
juntament amb els que son transportats per I'albumina sérica, sén absorbits llavors per tres tipus
de cél.lules: mibcits, adipdcits i enterdcits.

La utilitzacié dels acids grassos de cadena llarga que han arribat al citosol cel.lular, requereix
la seva conversi6 en CoA ésters. Les acil-CoA sintases estan localitzades en el reticle
endoplasmatic, membrana mitocondrial externa i peroxisomes; per tant, els acids grassos lliures
que han penetrat al citosol cel.lular, hauran de ser transportats a aquests organuls per tal de sofrir
activacié metabolica. Aquest transport es realitza a través de l'unié dels acids grassos a unes
proteines citosoliques anomenades "proteines transportadores d'acids grassos" o "fatty acid binding
proteins”. Aquestes proteines s'encarreguen d'estimular el transport i dirigir els acids grassos als
diferents organuls intracel.lulars, aixi com de protegir els enzims i membranes cel.lulars de l'atac
dels acids grassos i dels acil-CoA ésters ( Sweetser, 1987). Recentment, s’ha identificat una nova
proteina citosolica anomenada "proteina transportadora d'acil-CoAs" o "acyl-CoA binding protein”,
la qual, a diferéncia de I'anterior només és capag d'unir-se a acil-CoA ésters, perd no a acids
grassos (Rasmussen, 1990).



El desti dels acil-CoA ésters formats depén del tipus de cél.lula on es trobin: aixi, en els
midcits, els acil-CoA es destinen sobre tot a la oxidacié en la mitocdndria per obtindre energia. En
els adipocits i hepatocits, el desti dels acil-CoA ésters depén de I'estat nutricional de I'animal: quan
hi ha un aport de nodrients adequat, la sintesi d'acids grassos i la formacié de triglicérids esta
estimulada. En estat de deji succeeix el contrari, esta estimulada la B-oxidaci6, que déna lloc a
la formacié de cossos cetonics. Aquests, juntament amb els acids grassos lliures constitueixen
fonts d’energia per a molts teixits en estat de deju (Sweetser, 1987).

Els acids grassos que han de sofrir B-oxidacié en la mitocdndria, han de ser transferits a la
carnitina per poder travessar la membrana mitocondrial. L'enzim que catalitza aquesta transferéncia
és la carnitinaciltransferasa |, 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 accié de la carnitinaciltransferasa Il, localitzada en la superficie
interna de la membrana interna, el grup acil es reconverteix en acil-CoA.

Dins la matriu mitocondrial, I'acil-CoA sofreix un procés de degradacié anomenat B-oxidacio,
que té lloc en quatre fases:

1. Deshidrogenacié enzimatica entre els atoms de carboni o i 8, formant-se un enllag doble
en la cadena carbonada. L'enzim que catalitza aquesta reaccié és I'acil-CoA deshidrogenasa, i
com a producte s'obté un trans-2-encil-CoA.

2. Hidratacio, etapa en que s'addiciona aigua al doble enllag format en I'etapa anterior. La
reaccid, catalitzada per I'enoil-CoA hidratasa, és estereoespecifica, doncs només es forma el L-
isomer del 3-hidroxiacil-CoA.

3. Segona oxidacid,per accié 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 I'etapa anterior per accié del grup tiol d'una segona
molécula de CoA, formant-se acetil-CoA i un acil-CoA escurgat en dos atoms de carboni. La
reaccié esta catalitzada per l'aciltransferasa de I'acetil-CoA o tiolasa.

10



Esquema 1. B-oxidacié

R-CH,-CH,-CH,-CO-5-CoA

FAD Acil-CoA deshidrogenasa
FADHZ(———)

W

R-CH,-CH=CH-CO-S-CoA

H,O % Enoil-CoA hidratasa
A
R-CH,-CHOH-CH,-CO-S-CoA
NAD' L-3-hidroxiacil-CoA
l deshidrogenasa
NADH + H*
R-CH,-CO-CH,-CO-S-CoA

CoA-SH —\ Tiolasa

W

R-CH,-CO-S-CoA + CH,-CO-S-CoA

11



L'acil-CoA escurgat experimenta llavors un altre cicle d'oxidacié, perdent dos atoms de carboni
més, i aixi successivament. En conjunt, una molécula de palmitoil-CoA (C 16:0) ha de sofrir set
cicles d'oxidacié, produint vuit molécules d'acetil-CoA. L'estequiometria completa de la B-
oxidacio del palmitoil-CoA és:

Pal-CoA + 7 FAD + 7 NAD' + 7 CoA + 7 H,0

l

8 Ac-CoA + 7 FADH, + 7 NADH + 7 H'

La B-oxidacié no només es produeix en la mitocondria sind també en els peroxisomes. Si bé
la contribucié de la mitocondria a la B-oxidacid és, en condicions normals, del 80-85%, en
determinades dietes i tractaments farmacologics pot incrementar-se la contribucié de la B-oxidacié
peroxisoémica ( Brady i col., 1983 ). Aixd és el que succeeix, per exemple, quan s'utilizen farmacs
hipolipemiants, com el clofibrat i derivats, que actuen com a proliferadors peroxisomics, almenys
en rosegadors. Els enzims de la B-oxidacié peroxisdmica son diferents dels mitocondrials, doncs
s6n insensibles a KCN i generen H,0, com a resultat de la seva accié ( Hawkins i col., 1987 ).

En els peroxisomes, I'acid gras, usualment de cadena llarga, s'activa a acil-CoA per accié
d'una acil-CoA sintetasa localitzada en la membrana. Les seglients reaccions ténen lloc en la
matriu peroxisomica. L'acil-CoA és reduit per I'acil-CoA oxidasa a trans-2-enoil-CoA, consumint
O, i rendint H,0, . Aquesta és la reaccié velocitat limitant. Les dues seglients reaccions sén
catalitzades per una proteina multifuncional que engloba les activitats enoil-CoA hidratasa i
3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa. La reaccié final esta catalitzada per la 3-cetoacil-CoA tiolasa.
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Els acetil-CoA formats en la B-oxidacié ténen tres destins dins la cél.lula:

1. Ser oxidats a CO, i H,0 en el cicle de l'acid citric

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

3. Sintesi d'acids grassos

En els organismes superiors, la sintesi d'acids grassos té lloc al citosol, per accié d'un
complex multienzimatic anomenat acid gras sintasa, constituit pels set enzims que intervenen en
la sintesi. En el centre del sistema es troba la proteina portadora de grups acil (*acil carrier

protein”). Aquesta és una molécula que conté un grup prostétic de fosfopanteina que té per funcié
esterificar-se amb els intermediaris de la sintesi dels acids grassos.

L'etapa crucial en la sintesi d'acids grassos és la carboxilacié de I'acetil-CoA per donar
malonil-CoA. L'acetil-CoA que s'utilitza prové de la mitocondria, perd per si sol no pot travessar
la membrana mitocondrial. Per fer-ho, cal que reaccioni amb I'oxalacetat per formar citrat el qual
travessa facilment aquesta membrana, passant al citosol. Llavors actua I'ATP citrat liasa o enzim
escissor del citrat, el qual, consumint ATP i CoA, déna lloc a oxalacetat i acetil-CoA a partir del
citrat que ha sortit al citosol. L'oxalacetat, per tornar a entrar en la mitocondria, ha de ser reduit
a malat per la malat deshidrogenasa; després, el malat és descarboxilat formant-se piruvat, el
qual és capag de entrar dins la mitocondria. Aquesta reaccid és catalitzada per I'enzim malic, el
qual consumeix NADP* i genera NADPH. Aquest és utilitzat com a font de poder reductor per la
sintesi d'acids grassos
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Esquema 2

| E. escissor citrat

Acetil-CoA Citrat ——> Acetil-CoA

T

| ATP

| CoA

| v
Oxalacetat Oxalacetat

l

NADH + H'  Malat DH
NAD'

L
Y

Malat
NADP*
NADPH + H' E.malic

v
Piruvat

Piruvat &

La carboxilacié de l'acetil-CoA és una reaccié irreversible catalitzada per l'acetil-CoA
carboxilasa, I'activitat del qual esta regulada per fosforilacié-desfosforilacié
( Hardie, 1989 ). Aquest enzim conté un grup prostétic de biotina. La carboxilacié té lloc en dues
etapes: primer es forma un intermediari de carboxibiotina a expenses d'un ATP.
Llavors el grup CO, es transfereix a I'acetil-CoA, formant-se malonil-CoA.
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Abans que puguin comencar les etapes reals de la sintesi dels acids grassos, cal que els
grups acetil i malonil es transfereixin a I'acil carrier protein, formant-se acetil-ACP i malonil-ACP.
Aquests dos es condensen, formant acetacetil-ACP i alliberant CO,. Les tres etapes seglients
son:

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

2. Deshidratacié del D-3-hidroxibutiril-ACP a crotonil-ACP

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

En el segon cicle de la sintesi, el butiril-ACP es condensa amb malonil-ACP, i tornen a
produir-se les etapes de reduccid, deshidratacié | segona reduccié. Després d'un total de set cicles
s'obté palmitoil-ACP, que per accié d'un enzim hidrolitic déna lloc a &cid palmitic. Aquest és el

principal producte de la sintasa citosdlica, encara que en menor proporcio s'obté també &cid
estearic.

L'estequiometria de la sintesi de palmitat és:

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

|

Palmitat + 7 CO, + 14 NADP* + 8 CoA + 6 H, O



Esquema 3. Sintesi d'acids grassos

H, C-CO-S-ACP + - OOC-CH,-CO-S-ACP

J/

CO, ¢

ACP €

/

NADPH +

NADP*

o P —

NADPH +

NADP*

-

—

v

H, C-CO-CH,-CO-S-ACP

\' 4

H,C-CHOH-CH,-CO-S-ACP

\ 4

H,C-CH=CH-CO-S-ACP

v

H,C-CH,-CH,-CO-S-ACP

Condensacid

1% reduccid

Deshidratacié

2% reduccio
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El NADPH necessari per les etapes reductores de la sintesi procedeix de dues fonts,
depenent del tipus de ceél.lula:

- En cél.lules hepatiques, el NADPH es forma sobre tot per accié de la glucosa-6-fosfat
deshidrogenasa, enzim que transforma la glucosa-6-fosfat en 6-fosfogluconat

- En adipdcits, la principal font de NADPH és la reaccid de descarboxilacio de malat a piruvat,
catalitzada per I'enzim malic.

L'acid palmitic, producte principal de l'acid gras sintasa de les cél.lules animals, és el
precursor d'altres acids grassos de cadena més llarga, que s'obtenen pel procés d'elongacid. El
principal substrat per I'elongacié és el palmitoil-CoA, que s'obté a partir d'acid palmitic per accié
de l'acil-CoA sintasa. Un altre enzim microsomal, l'acil-CoA hidrolasa, té justament l'accié
contraria: trenca el CoA éster, treient substrat per I'elongacio.

En el fetge, cervell i altres teixits, hi ha dos sistemes d'elongacié, un situat en el reticle
endoplasmatic ( sistema microsomal ), i l'altre en la mitocondria ( Vance i Vance, 1985 ).
Darrerament s'ha demostrat I'existéncia d'un sistema d'elongacié peroxisomic.

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

1. Condensacié de I'acil-CoA amb malonil-CoA per formar un B-cetoacil-CoA. Aquesta és la
reaccio velocitat limitant ( Vance i col., 1985 ), i es té I'evidéncia que existeixen tres enzims
condensants diferents, per acids grassos saturats, monoinsaturats, i poliinsaturats ( Prasad i col.,
1986 ).



2. Reduccié del B-cetoacil-CoA a B-hidroxiacil-CoA
3. Deshidratacié de I'alcoho! secundari per formar trans-2-enoil-CoA
4. Segona reduccié del doble enllag en trans, obtenint-se un acil-CoA allargat en dos atoms

de carboni

Es pot observar que les etapes sdn molt similars a les de la sintesi "de novo", perd hi ha
algunes diferéncies:

- en les etapes reductores de I'elongacid, tant NADPH com NADH poden ser utilitzats com

a donadors d'electrons, en tant que en la sintesi s'utilitza exclusivament NADH

- els enzims de I'elongacid actuen separadament, a diferéncia dels enzims de la sintesi, que
constitueixen un complex multienzimatic que no es pot separar en components individuaiment
actius.

El sistema d’elongacié microsomal esta connectat amb un sistema de desaturacid d'acids
grassos. En mamifers existeixen quatre desaturases diferents: A ,A ,A , iA , que actuen sobre
diferents substrats, introduint-hi dobles enllagos segons el seglient mecanisme ( Jeffcoat,1979 ):

CH,-(CH,),-CH,-CH,-(CH,) -CO-S-CoA + NADH + O,

1

CHy-(CH, ),-CH=CH-(CH,),-CO-S-C0A + 2H,0 + NAD'
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Les quatre desaturases ténen requeriment absolut d'oxigen mol.lecular, que actla com a
acceptor de dos parells d'hidrdgens, un del NADH i l'altre de I'acil-CoA ( Vance i col., 1985 ).

La desaturacié en els mamifers esta subjecta a una série de normes:
- el primer doble enllag en un acil-CoA saturat s'introdueix en la posicié 9

- com que els sistemes animals no poden introduir dobles enllagos més enlla de la posicié
9, els subsegients dobles enllagos s'insereixen entre el ja existent i I'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 aixo, els animals sén absolutament depenents de les plantes per
obtindre acids grassos amb dobles enllagos en les posicions 12 i 15 (linoleic i c-linolénic), que sén
precurssors de prostanoids i s'anomenen acids grassos essencials.

- en els animals superiors sempre hi ha d'haver un grup metilé entre dos dobles enllagos.
Per aixd, cal que I'elongacié alterni amb la desaturacié. Aixi, per reaccions que alternativament
introdueixen dobles enllagos i allarguen la cadena carbonada, s'obtenen els acids grassos de les
séries n-9, n-7, n6 i n-3.

Els electrons necessaris per les reaciions de desaturacié i elongacié dels acids grassos
provenen de dos sistemes transportadors d'electrons presents en la fraccié microsomal hepatica
(llan i col., 1981; Tamura i col., 1988).
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2. HIPERLIPOPROTEINEMIES | EL SEU TRACTAMENT

Metabolisme de les lipoproteines

Els lipids es transporten en sang units a apolipoproteines, constituint les lipoproteines.
L'estructura d'aquestes consta d'un nucli de triglicérids i ésters de colesterol envoltat per una
esfera de fosfolipids, colesterol lliure i proteina ( Monk i Todd, 1987 ).

Majoritariament hi 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 lipids ingerits amb la dieta son solubilitzats en ['intesti per les sals 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 lipids exdgens son transportats des de ['intesti a la limfa i al plasma. Un cop
alliberats a la circulacié sistemica, els QM son metabolitzats per la lipoproteinlipasa (LPL) de
I'endoteli vascular, de forma que la majoria dels triglicérids que contenen sén eliminats, i es formen
els anomenats QM remanents ( lllingworth , 1987 ). Aquests contenen apoproteina E, que és
reconeguda per receptors hepatics especifics que s'encarreguen de la seva recaptacio ( Mahley
i Angelin, 1984 ).

Les VLDL sén sintetitzades pel fetge, i actuen com el major transportador de triglicérids
endogens ( lllingworth, 1987 ). Les VLDL sén catabolitzades, a ligual que els QM, per la LPL,
conduint a la formacié de lipoproteines de densitat intermitja (IDL). Les IDL poden interaccionar
amb receptors hepatics que reconeixen la apoproteina E ( lllingworth, 1987 ) i ser catabolitzades,
0 bé convertir-se extrahepaticament en LDL, les quals constitueixen el principal transportador de
colesterol ( Perry, 1986 ). El catabolisme de les LDL té lioc en les cél.lules perifériques i en el
fetge, i és facilitat per vies mitjangades i no mitjangades per receptors. La recaptacié de les LDL
per receptors d'alta afinitat produeix una inhibicié de la biosintesi hepatica de colesterol ( per
inhibicié de la hidroximetilglutaril-CoA reductasa, degut a I'aport de colesterol ), un increment de
la velocitat d'esterificacio del colesterol intracel.lular i una disminucié del nombre de receptors
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d'alta afinitat per la LDL ( lllingworth, 1987 ). Les LDL estan constituides sobre tot per ésters de
colesterol, i la seva funcié principal és proveir colesterol als teixits. Conseqlentment, les
concentracions de LDL estan directament correlacionades amb el risc de patir malalties coronaries.

La quarta classe de lipoproteines sén les HDL. Aquestes deriven de les HDL immadures que
son secretades pel fetge i l'intesti. Alternativament, també poden formar-se a partir de les VLDL
i QM, després de la hidrdlisi dels triglicérids per la LPL ( Nicoll i col., 1980 ). Durant la maduracié
de les HDL, el colesterol lliure de la seva superficie és esterificat amb acids grassos per accié de
la lecitin-colesterol aciltransferasa (LCAT). Aquesta reaccié fa que constantment decreixi el nivell
de colesterol no esterificat en el compartiment plasmatic, i porta a un eflux de coleste-
rol des de les superficies cel.lulars a les HDL. Aixd és el que s'anomena transport revers de
colesterol ( Frohlich i Pritchard, 1989 ). Les HDL actuen, doncs, com un receptacle pel colesterol,
transferint-lo des dels teixits periferics al fetge, d'aqui la correlacié inversa entre les concentracions
plasmatiques de colesterol-HDL i I'aterosclerosi i el risc de malaltia coronaria ( Gordon i col., 1977).

Classificacié de les hiperlipoproteinémies

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

. Tipus | : Es caracteritza per un increment en els nivells plasmatics de QM
. Tipus Il a : S'anomena també hipercolesterolemia familiar essencial, i es manifesta per un
augment del colesterol i de les LDL, en tant que el colesterol-HDL es troba disminuit. Els nivells

de triglicérids i de VLDL s6n normals.

. Tipus Il b : Es caracteritza per uns nivells de colesterol, LDL, triglicérids i VLDL
anormalment alts.
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. Tipus Ill : Es caracteritza per una acumulacié de IDL, possiblement per un bloqueig parcial
del metabolisme de les VLDL a LDL, rapida produccié 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 consegent hipertrigliceridemia
i reciproca depressié de les HDL. El colesterol-LDL és normal, perd el colesterol total pot ser alt
degut a l'increment en el colesterol-VLDL.

. Tipus V' També anomenada hiperlipemia mixta familiar, es caracteritza per I'acumulacié de
VLDL i QM, i possiblement esta causada per un defecte en el catabolisme dels triglicérids
endogens i exdgens.

. Tipus VI . Les HDL es troben incrementades, en tant que els nivells de colesterol,
triglicérids, VLDL i LDL s6n normals.

Les formes més habituals en el nostre medi son la lla i la Ilb, sent la causa més comd la
disminucié en el nombre de receptors d'alta afinitat per les LDL. En altres cassos, els receptors
ténen una afinitat reduida per les LDL o ténen localitzacions que permeten la uni6é perd no la
internalitzacié de les LDL.

La classificacié de Frederickson déna poca informacié sobre I'etiologia del desordre lipidic.
La American Heart Association, va suggerir una classificacié etioldgica ( Gotto i col., 1984 ) on es
consideren tres categories:

1. Hiperlipoproteinémies primaries (origen genétic):
- anormalitat en els receptors
- anormalitat en les apolipoproteines
- anormalitat enzimatica
- deficiéncia d'apolipoproteines
- deficiencia enzimatica
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2. Hiperlipoproteinémies secundaries:
- diabetis mellitus
- pancreatitis
- hipotiroidisme
- mieloma multiple
- ingestié d'alcohol
- sindrome nefrotica
- obesitat
- embaras
- lupus eritematosus sistemic
- farmacs

3. Hiperlipoproteinemies d'origen dieteétic:
- dieta rica en greix i colesterol
- obesitat

L'elevacid de colesterol en sang estd directament relacionada amb l'incidéncia de malaltia
isquémica coronaria ( Perry, 1986 ). Si bé el paper del colesterol és clar, no se sap encara si la
relacid entre hipertrigliceridemia i aterosclerosi és causal o casual, perd les evidéncies son
suficients per justificar la instauracié de tractament ( Hawkins i col.,1987 ). En el tractament de les
hiperlipoproteinémies s'aconsella intentar corregir I'alteracio mitiangant mesures higiénico-dietétiques.
Si aixd no és suficient, cal recérrer al tractament farmacologic. El principi actiu s'escollira segons
el tipus d'hiperlipoproteinémia que es vulgui corregir:
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3. PROLIFERADORS PEROXISOMICS

Molts dels farmacs hipolipemiants emprats pel tractament de les hiperlipoproteinemies
pertanyen al grup dels proliferadors peroxisomics. Aquests sén un grup de compostos estructural-
ment diferents que es caracteritzen perqué la seva administracié a rosegadors causa un increment
en el nombre de peroxisomes i una disminucié en els nivells de triglicerids plasmatics ( Reddy i
col., 1975 ). El grup de proliferadors peroxisomics inclou no només farmacs hipolipemiants
relacionats o0 no amb el clofibrat, sind també diversos plastificants i herbicides:

- Clofibrat i analegs estructurals
. Clofibrat
. Bezafibrat
. Ciprofibrat
. Clobuzarit
. Fenofibrat
. Gemfibrozil
. Metil clofenapat
. Nafenopina
. SaH-42,348

- Compostos estructuraiment no relacionats amb el clofibrat
. Acid acetilsalicilic
. BR-931
. Colestiramina
. Acid nicotinic
. Tiadenol
. Acid tibric
. WY-14,643
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- Plastificants i compostos relacionats
. Di(2-etilhexil)ftalat
. Di(2-etilhexil)adipat
. Mono(2-etilhexil)ftalat
. 2-etiletanol

- Herbicides
. Acid 2,4-diclorofenoxiacétic
. Acid 2,4,5-triclorofenoxiacétic
. Acid 4-cloro-2-metilfenoxiacétic

Respostes hepatiques a I'administracié de proliferadors
peroxisdmics

Les alteracions morfoldgiques i bioquimiques induides en rosegadors per I'administracié de
proliferadors peroxisomics sén qualitativament similars, encara que la magnitut de les alteracions
hepatiques esta en relacié amb la poténcia hipolipemiant de I'agent ( Reddy i col., 1982 b; Cohen
i Grasso, 1981 ). Les respostes hepatiques produides per I'administracié de proliferadors
peroxisdmics han estat extensament estudiades, i poden dividir-se en:

1. Hepatomeqalia

Es el creixement del fetge mesurat com un increment de la relacié de pesos fetge/cos, i
sembla ser una resposta caracteristica dels animals de laboratori exposats a diversos xenobidtics
( Reddy i Lalwani, 1983 ). L'administracié cronica de clofibrat, aixi com d'altres agents hipo-
lipemiants, produeix una hepatomegalia adaptativa, no patoldgica ( Dalton i col., 1974 ).
L'hepatomegalia és dosi-depenent i pot 0 no reflectir canvis ultraestructurals ( Lazarow i col., 1982).

El creixement del fetge es produeix rapidament en resposta a I'administracié de clofibrat,
assoleix un estat estacionari als 10-14 dies i torna als nivells normals després de 10-14 dies de
suspendre el tractament ( Reddy i Lalwani, 1983 ).
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L'hepatomegalia es produeix com a resultat de la hipertréfia i la hiperplasia ( Beckett i col.,
1972 ), aquesta darrera deguda a un increment de la sintesi de DNA i de la mitosi junt a una
disminucié de la velocitat d'apoptosi ( Kraupp i col., 1989 ). L'increment en la sintesi de DNA i
de la mitosi no representen, perd, una hiperplasia reparativa, siné un fenémen replicatiu, donada
I'abséncia de citotoxicitat i de necrosi hepatocel.lular ( Levine i col.,1977; Reddy i col., 1979 ).

2. Proliferacié del reticle endoplasmatic llis (REL)

La proliferacié 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 proliferacié s'associa amb un
increment concomitant de certs enzims microsomals, sobre tot el citocrom P-450. Especificament,
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 son aproximadament un 5% del total de citocrom P-450, perd el
tractament amb clofibrat eleva aquest nivell a un 45% ( Hawkins i col.,1987 ). La funcié més
important del citocrom P-452 és la w i w-1 hidroxilacié dels acids grassos. El clofibrat estimula la
w-hidroxilacié dels acids grassos de cadena mitja per accié del citocrom P-452 unes 10 o 20
vegades. La magnitud i especificitat d'aquest increment suggereix que la w-hidroxilacié juga un
paper important en el catabolisme accelerat dels acids grassos associat amb I'accié dels agents
hipolipemiants ( Sharma i col., 1988 ), encara que alguns autors consideren que la w-hidroxilacié
dels acids grassos de cadena mitja és independent de I'accié hipolipemiant del clofibrat ( Reich
i col., 1986 ).

Per altra banda, el tractament amb agents hipolipemiants produeix una marcada depressio
de les activitats dels isoenzims citocrom P-450, i citocrom P-450 _ .

La proliferacié del REL s'associa també amb I'estimulacié de les activitats d'altres enzims
microsomals que intervenen en el metabolisme lipidic. Per exemple, 'administracié de clofibrat a
ratolins adults incrementa I'activitat de la glicerofosfat aciltransferasa unes 2-3 vegades en 24
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hores. L'induccié d'aquest enzim podria explicar-se per la necessitat d'incrementar la biosintesi de
glicerolipids com a conseqliéncia de la hepatomegalia i la proliferacié del REL i dels peroxisomes
( Das i col., 1983 ). La biosintesi de lipids en el reticle endoplasmatic s’ha d'incrementar per tal
de subministrar els lipids per aquests organuls.

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

Respecte a la estearoil-CoA desaturasa s'ha comprovat que el clofibrat només I'estimula
"in vivo", en tant que no resulta afectada quan el clofibrat s'addiciona al medi d'incubacié de
microsomes de rates no tractades. Aixd suggereix que no es tracta d'una estimulacié directa del
sistema de desaturacié. Sembla ser que el tractament amb clofibric només afecta la desaturasa
terminal, sense afectar I'activitat NADH-citocrom b, reductasa ni el contingut en citocrom b;.

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

L'analisi, després del tractament amb clofibric, de la composicié de la fosfatidilcolina, que
és el fosfolipid més abundant de la membrana microsomal, revel.la una duplicacié de la proporcié
de 18:1 i una marcada reduccio de la de 18:2 ( Kawashima i col., 1984 b ).

Per altra banda, el tractament amb acid clofibric també incrementa el contingut en 18:1
lliure. Aixo implicaria un increment en l'activitat no només de la estearoil-CoA desaturasa , sin6
també de I'elongacié microsomal del palmitoil-CoA, doncs 18:1 es sintetitza a partir de 16:0 per
l'accid concertada de I'elongacio i la desaturacio .

Per investigar aquesta possibilitat, Kawashima i col. ( 1984 b ) van estudiar els efectes de
I'administracid de clofibric sobre I'elongacié del palmitoil-CoA en microsomes hepatics, trobant que
aquesta resulta incrementada unes 2.3 vegades. L'induccié dels sistemes d'elongacié i desaturacié
provoca un augment de la proporcio relativa de 18:1 lliure i aixo, juntament amb I'estimulacié de
la 1-acil-glicerofosforilcolina aciltransferasa i de la 1-acil-glicerofosfat acil-
transferasa provoquen el canvi detectat en la composicié de la fosfatidilcolina.
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En contrast amb aquests resultats, Landriscina i col. ( 1977 ) van trobar que el tractament
amb clofibric reduia notablement I'activitat elongasa en els microsomes hepatics. La raé per la
discrepancia entre les dades presentades per Landriscina i Kawashima pot ser el primer que
utilitzen en I'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 inhibicié "in
vitro" de la elongacié microsomal per accié del clofibrat.

Altres enzims microsomals que resulten induits per 'administracié d'acid clofibric sén I'acil-
CoA sintetasa ( Kawashima i col col., 1984 b), que augmenta la seva activitat unes 3 vegades
sense que varii la seva especificitat de substrat, i la NADPH-citocrom ¢ reductasa (Facino i
Carini, 1981 ). En canvi, el tractament de rates amb una dieta contenint 0.5% p/p de clofibrat
produeix una disminuci6 de I'activitat de I'altra cadena de transport electronic microsomal, la NADH-
citocrom ¢ reductasa ( Kawashima i Uy-Yu, 1989).

L'activitat de l'acil-CoA hidrolasa microsomal hepatica sofreix només un petit increment
després del tractament amb clofibrat, a diferéncia de I'acil-CoA hidrolasa del citosol hepatic, que

s'incrementa molt ( Katoh i col., 1987 ).

3. Proliferacié peroxisomica

L'hepatomegalia induida pels proliferadors peroxisomics en rosegadors esta 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 proliferacié peroxisomica esta relacio-
nada amb I'administracid de compostos hipolipemiants, perd no amb la de agents exclusivament
hipocolesterolémics, com el probucol ( Barnard i col., 1980 ). No tots els hipolipemiants sén
igualment efectius alhora de produir proliferacié peroxisdmica. Aixi, el metil clofenapat, ciprofibrat,
Wy-14-643, nafenopina, tiadenol, fenofibrat i acid tibric sén molt més potents que clofibrat,
bezafibrat i gemfibrozil ( Reddy i Lalwani, 1983 ).

L'augment del nombre de peroxisomes comenga a les 24 hores de I'administracié de la
primera dosi de clofibrat o qualsevol altre proliferador, assoleix un estat estacionari als 14 dies,
i s manté mentre el farmac es continua administrant ( Reddy i Lalwani, 1983 ).
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La proliferacié peroxisdmica no només es produeix en rosegadors, siné que també s'ha
detectat en hepatocits humans després de tractaments prolongats amb gemfibrozil ( de la Iglesia
i col. 1982 ) o clofibrat ( Hanefeld i col., 1980 ).

Els peroxisomes hepatics sén organuls citoplasmatics de forma esférica o oval, constituits
per una membrana simple que envolta una matriu granular amb una inclusié central d'urat oxidasa
( Hawkins i col., 1987 ), la qual no apareix en els peroxisomes humans. Entre les funcions dels
peroxisomes destaquen la respiracid, metabolisme lipidic, produccid d'energia i metabolisme
oxidatiu. Es de particular interés la existéncia d’una via de B-oxidacié peroxisémica que difereix
notablement dels enzims de la B-oxidacié mitocondrial, per exemple en que la primera no és
inhibida per KCN ( Hawkins i col., 1987 ). També es considerava que la peroxisomica no requeria
carnitina ( Lazarow, 1982 ), perd treballs recents han demostrat I'existencia d'una car-
nitinaciltransferasa peroxisomica ( Ramsay i col., 1988). Les dades obtingudes per Brady i col.
(1989) confirmen que la carnitinpalmitoiltransferasa mitocondrial i la peroxisomica, s'indueixen
concomitantment per accié de certes drogues, com clofibrat i acid acetilsalicilic.

Lazarow (1977) va demostrar l'increment de I'activitat de la B-oxidacié en el fetge de rates
tractades amb clofibrat, acid tibric o Wy-14,643. En els darrers 5 anys, nombrosos farmacs
hipolipemiants i ésters de ftalat s'han mostrat com a potents inductors dels enzims del sistema de
B-oxidacié peroxisdmica, entre ells: enzim bifuncional peroxisémic ( 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 induccié de la B-oxidacié peroxisomica es troba coordinada amb la del citocrom P-452,
segons el seglent mecanisme ( Sharma i col., 1988 ): la induccid de la w-hidroxilacié dels acids
grassos a través del citocrom P-452, seguida d'oxidacié en el citosol, produeix un increment en
la formacié d'acids grassos dicarboxilics de llarga cadena. Aquests son captats pels peroxisomes,
doncs el sistema de B-oxidacié peroxisdmic metabolitza principalment els acids grassos de cadena
molt llarga ( Christiansen, 1978 ), captacid que és facilitada per la co-induccié de la car-
nitinaciltransferasa. En els peroxisomes, donat que la B-oxidacié esta incrementada, aquests acids
grassos s'escurcen, de forma que es facilita la seva entrada en la mitocondria, doncs aquest
organul no pot metabolitzar facilment els acids grassos de cadena llarga.
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Una altra funcié dels peroxisomes és la respiracié, mitjangada per cinc oxidases amb gran
afinitat per I'oxigen ( a excepcié de la glicolat oxidasa ), que generen H,0, com a resultat de
la seva accio ( Reddy i Lalwani, 1983 ). Poc es coneix dels efectes dels proliferadors peroxisomics
sobre les activitats de la a-hidroxiacid oxidasa, d-aminoacid oxidasa i poliamina oxidasa. En
canvi, se sap que l'activitat de la uricasa s'incrementa més de dues vegades en rates i/o ratolins
després del tractament amb clofibrat i altres hipolipemiants ( Moody i Reddy, 1978 ).

Per altra banda, la catalasa, enzim que s'encarrega de degradar I'H,0, produit per

aquestes oxidases, sofreix un increment de dues vegades en l'activitat especifica ( Reddy i
Lalwani, 1983 ).

4. Alteracions mitocondrials

El tractament amb diversos agents hipolipemiants produeix proliferacié, canvis estructurals
i induccié de certs enzims en les mitocondries ( Hawkins i col., 1987 ).

En animals tractats amb clofibrat, s'ha detectat un increment del 50 al 100% en el contingut
hepatic de mitocdndries ( Kurup i col., 1970 ), aixi com un marcat engrossiment d'aquestes (
Reddy i col., 1969 ).

Entre els enzims mitocondrials que resulten afectats pel tractament amb agents hipolipe-
miants es troben els de la B-oxidacié. Les dades de Eacho i Foxworthy (1988), demostren que
el bezafibrat, a I'igual que altres proliferadors peroxisomics, inhibeix la B-oxidacié mitocondrial.
Segons aquests autors, I'induccié de la B-oxidacié peroxisdmica podria ser una resposta adaptativa
a la inhibicié d'aquest procés en la mitocondria.

Altres autors, en canvi, suggereixen una induccié coordinada de la B-oxidacié en
peroxisomes i mitocondries ( Brady i col., 1989 ), juntament amb la de les carnitinpalmi-
toiltransferases peroxisomica i mitocondrial. L'increment en lactivitat de la carnitin pal-
mitoiltransferasa mitocondrial és degut, en part, a un increment de la quantitat d'aquest enzim,
resultat d'un augment en la velocitat de transcripcié i en els nivells de RNA,, especific ( Brady i
Brady, 1989 ).
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Per altra banda, I'activitat de la carnitin acetiltransferasa mitocondrial hepatica augmenta
unes 10 vegades en rates tractades amb clofibrat, facilitant aixi el transport de I'acetil-CoA format
extramitocondrialment a la mitocondria ( Christiansen i col., 1978 ).

La fraccié6 mitocondrial hepatica d'animals tractats amb clofibrat, exhibeix una capacitat
incrementada per oxidar acilcarnitines de cadena curta, en tant que 'oxidacié de palmitoil i erucoil-
carnitina mostra molt poca variacié ( Christiansen i col., 1978 ).

Les mitocondries de fetge de rata contenen cinc acil-CoA deshidrogenases FAD-depenents.
D'elles, les tres que estan involucrades en la B-oxidacié d'acids grassos de cadena simple ( butiril,
octanoil i palmitoil-CoA deshidrogenases ) veuen incrementada la seva activitat un 48, 116 i
98%, respectivament, en animals tractats amb clofibrat. En canvi les activitats de la Isovaleril i
de la isobutiril-CoA deshidrogenasa, que actuen sobre els acil-CoA ésters de cadena ramificada,
no resulten modificades ( Veitch i col., 1988 ).

També resulta afectat per I'administracié de prolifera- dors peroxisomics el procés
d'elongacié mitocondrial d'acids grassos. Per exemple, el tractament de rates Sprague-Dawley
mascle amb DEHP causa un increment de més de tres vegades en lactivitat del sistema
d'elongacié mitocondrial, sense que resulti afectada I'activitat trans-2-enoil-CoA reductasa
( Moody i Reddy, 1978 ).

Altres enzims mitocondrials induits pel tractament amb proliferadors peroxisdmics sén 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 respiracié mitocondrial en dos
punts: en la interaccié 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 'administracié de proliferadors
peroxisomics

A diferéncia del fetge, en el ronyd no s'observa augment ni proliferacié del reticle
endoplasmatic, siné només proliferacié peroxisdmica amb el corresponent increment de I'activitat
dels enzims de la B-oxidacio peroxisdmica ( Hawkins i col., 1987 ). També s’ha demostrat una
induccid del citocrom P-450 dels microsomes del cortex renal ( Hawkins i col., 1987 ).

Mecanismes de proliferacié peroxisémica

S’han postulat tres possibles mecanismes:

a) Interaccié de I'agent inductor i/o els seus metabélits amb un receptor citoplasmatic dels
hepatocits i de I'epiteli del tibul proximal de ronyd. EI complexe proliferador-receptor interaccionaria
amb la cromatina per produir increments selectius en la transcripcié de RNA,, especifics de les
proteines peroxisémiques. 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 unié especifica del farmac als homogenats
hepatics, posant en dubte I'existéncia de tal receptor. Es possible que I'efecte observat no sigui
degut a la formacié d'un complexe receptor-ligand, sind a la unié del lligand a altres proteines
cel.lulars, entre elles alblmina ( Milton i col., 1988 ), glutation-S-transferasa
( Awasthi i col., 1984 ) i proteines transportadores d'acids grassos (fatty acid binding proteins).

b) Linflux d'acids grassos en el fetge com a resultat del tractament amb proliferadors
peroxisdmics provoca una sobrecarrega de substrat que fa que es dispari la B-oxidacio
peroxisdmica ( Reddy i Lalwani, 1983 ). Cal tenir en compte, perd, que a baixes dosis de
bezafibrat es produeix una induccié de la B-oxidacié sense que existeixi proliferacié peroxisomica
( Beckett i col., 1972 ).
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c¢) Els agents hipolipemiants i/o els seus metabolits, donada la similitud de les seves
propietats fisicoquimiques amb les dels acids grassos (C, -C,, ), poden actuar com a substrats
de la B-oxidacié peroxisomica, iniciant una induccié enzimatica com a resultat d'una sobrecarrega
de substrat ( Reddy i Lalwani, 1983 ).

Mecanismes de hipolipidémia

Si bé esta clar que el tractament amb agents hipolipemiants altera profundament el
metabolisme lipidic, la relacié entre aquests canvis i I'efecte hipolipidémic no es coneix amb
exactitud. Entre els mecanismes proposats per I'accié hipolipemiant estan els seglents:

1. La induccié del citocrom P-452, amb el consegient increment de la w i w-1 hidroxilacié
dels acids grassos, pot resultar inhibitoria per la sintesi de triglicerids, doncs totes dues vies
competeixen pel mateix substrat, produint aixi I'efecte hipolipemiant ( Hawkins i col., 1987 ).

2. La induccié dels enzims de la B-oxidacid mitocondrial és, probablement, la major
contribucié a I'efecte hipolipemiant ( Hawkins i col., 1987 ), juntament amb l'increment de la B-
oxidacié peroxisdmica, encara que aquesta darrera només contribueix en un 10% a la oxidacié
total dels acids grassos ( Mannaerts i col., 1979 ).

3. Efecte sobre les lipoproteines i el colesterol plasmatics:

a) Redueixen els nivells de VLDL, per una banda disminuint la seva sintesi al reduir els
nivells d'acids grassos liiures ( Carlson i Olsson, 1979 ), perd sobre tot incrementant el catabolisme
de les VLDL a través de la induccié de la LPL .

b) Inhibeixen la hidroximetilglutarilCoA reductasa ( Berndt i col., 1978 ), tant "in vivo" com
"in vitro" . La inhibicié en el cas de l'acid clofibric i derivats és no competitiva ( Sheppherd i
Packard, 1988 ). La disminucié 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 inhibicié de la colesterogénesi seria, doncs, un increment en la recaptacid i degradacié de les
LDL ( Stewart i col., 1982 ). Aixi, el farmac produeix un increment dels 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 farmac segons el tipus de hiperlipidémia (en el
tipus lla es redueixen els nivells de LDL, en tant que en el tipus IV, la tendéncia és a augmentar
els nivells de LDL-colesterol). Aquesta variabilitat d'efecte pot ser que derivi de I'accié del farmac
sobre la produccié de LDL ( Stewart i col., 1982 ), possiblement per una estimulacié de la LPL
que augmentaria el flux de apoproteina B en la LDL ( Klose i col.,1980 ).

4, S’ha postulat que la reduccié de triglicérids sérics que s'observa amb aquests compostos
és deguda al desplagament de la tiroxina de les seves proteines d'unié per accié del clofibrat. Aixd
resulta en un efecte de hipertiroidisme en el fetge i de hipotiroidisme en altres érgans ( Ruegamer
i col., 1969 ), perd 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, I'efecte
hipolipemiant no és dosi-depenent, i no es correlaciona amb la proliferacié peroxisémica, fet que
implicaria un menor paper dels peroxisomes en el mode d'accié dels agents hipolipemiants
( Stegmeier i col., 1982 ), de forma que la proliferacié peroxisdmica seria un efecte secundari amb
una contribucié minima a I'accié farmacoldgica ( Hawkins i col., 1987 ).

Carcinogénesi

El desenvolupament de tumors hepatics en animals tractats amb diversos proliferadors
peroxisdmics mostra que aquests son carcinégens, almenys en rosegadors ( Reddy i col., 1980).

1. Tests de carcinogénesi a curt plag

Es tracta de tests de mutagénesi, on s'assaja I'habilitat d'un compost per causar danys al
DNA, assumint que aquests danys condueixen a la mutacié i subsegient transformacié maligna
( Bridges, 1980 ). Aquests tests han resultat negatius en la majoria de proliferadors peroxisomics:
clofibrat, nafenopina, acid tibric, 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 ).
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2. Tests de carcinogénesi a llarg plag

L'administracié de clofibrat en la dieta a una concentracié del 0.5% p/p durant 28 mesos
provoca el desenvolupament de carcinomes hepatocel.lulars en un 91% dels animals tractats
( Reddy i Qureshi, 1979 ). També I'administracié 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 triglicerids serics,
no incrementa la incidencia de tumors hepatics en rates ( Fahimi i col., 1982), perd a dosis
substancialment més altes, si ( Hartig i col., 1982 ).

Altres agents hipolipemiants confirmats com a tumorogénics son: acid tibric ( 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’hepatocarcinogénesi

Les fases critiques del procés de carcinogénesi son la iniciacié i la promocié. Els agents
iniciadors actuen per interaccié directa amb el DNA, en tant que els promotors sén agents no
mutagénics per si mateixos, perd causen formacié de tumors quan sén administrats després de
la iniciacié.

Tots els agents hipolipemiants assajats produeixen tumors hepatics en rosegadors després
d'un tractament prolongat a altes dosis, perd no ténen capacitat per produir danys en el DNA, per
tant es consideren carcindgens epigeneétics ( Hawkins i col., 1987 ). Sembla ser, doncs, que a-
quests agents no causen iniciacié, siné que actuen com a promotors ( Kraupp i col., 1989 ) sobre
cél.lules alterades per mutacié espontania o0 anormalitats genétiques heredades ( Williams i col.,
1981 ). També és possible que aquests agents provoquin la iniciacié per un procés inicial no
genétic, o bé que el procés inicial genotoxic no sigui detectat per la insuficient sensibilitat dels tests
emprats ( Hawkins i col., 1987 ).
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S'ha proposat que la carcinogénesi produida per aquests agents pot estar relacionada amb
Iincrement dde la B-oxidacié peroxisdmica, que duu a una excessiva produccié de H,0,. En
condicions normals les glutation-S-transferases dénen proteccié en front dels hidroperoxids, pero
s’ha demostrat que el clofibrat inhibeix forta i irreversiblement aquests enzims ( Awasthii col.,
1984 ), quedant la cél.lula desprotegida en front del H,0,, que pot ser el responsable de I'efecte
iniciador ( Hawkins i col., 1987 ).

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

4. Risc potencial en humans

A pesar que I'extrapolacié de les dades obtingudes en animals al risc potencial huma és
rarament satisfactoria, molts dels farmacs hipolipemiants esmentats poden representar un risc
potencial de carcinogénesi en humans. En aquest cas, cal considerar la relacié entre el risc de
mortalitat cardiovascular i el de desenvolupar cancer.
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4. CLOFIBRAT | ANALEGS ESTRUCTURALS

a) Clofibrat

El clofibrat (etil 2-(4-clorofenoxi)-2-metilpropionat), va ser comercialitzat per primera vegada
l'any 1962, i esta reconegut com un farmac hipolipemiant forga efectiu. La llarga experiéncia
terapéutica ha convertit el clofibrat en un farmac de referéncia per la comparacié amb altres agents
hipolipemiants.

. Estudi farmacocinétic

- Absorcio:

L'absorcié del farmac és virtualment completa en I'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 concentracid maxima plasmatica ( Houin i col., 1975 ). L'absorcié és, doncs, completa perd
relativament lenta. Un cop absorbit, el farmac és rapidament hidrolitzat per les esterases sériques
i tissulars a acid clofibric, que és la forma farmacoldgicament activa del clofibrat ( Thorp, 1962 ).

- Nivells plasmatics:

La vida mitja del clofibrat en el plasma huma és de 14 a 18 hores ( Sedaghat i col., 1974).
Els nivells plasmatics s'incrementen linealment amb la dosi, i van de 35 pg/ml després d'una dosi
de 500 mg ( Houin i col., 1975 ) a 160-200 pg/ml després d'una dosi de 2000 mg ( Gugler i
Hartiapp, 1978 ).

- Unié a proteines:

El clofibrat s'uneix molt a les proteines. El percentatge d'acid clofibric lliure és només d'un
3% en I'home i d'un 25% en la rata ( Cayen i col., 1981 ). Gugler i Hartlapp (1978), van trobar
que I'unid a les proteines varia amb la concentracié plasmatica de clofibrat, mantenint-se al voltant
del 98% a 50 ug/ml i decreixent al 92% quan la concentracié s'incrementa a 300 pg/ml.
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El clofibrat desplaga a la tiroxina dels seus llocs d'unié a I'albumina ( Thorp, 1972 ),
provocant un increment en la concentracié de tiroxina en el fetge. Malgrat que aquest efecte
hipertiroid incrementaria el catabolisme lipidic, sembla que no té relacié amb I'activitat hipolipe-
miant del farmac ( Nazareth i col., 1974 ).

L'acid clofibric també competeix amb els acids grassos lliures per la seva unié a l'alblimina
( Thorp, 1972 ), i s’ha suggerit que la disponibilitat d’aquests per la sintesi de triglicérids es troba
aixi reduida ( Barret, 1969 ). El desplagament dels acids grassos lliures per accié del clofibrat és
més pronunciat quant més llarga és la cadena de l'acid gras ( Meisner, 1977 ).

A pesar de tot 'esmentat, sembla que el principal paper de la unié del clofibrat a les
proteines és regular el seu transport per I'organisme, i no té res a veure amb l'accié hipolipemiant.

- Distribucid:

El volum de distribucié total del clofibrat en I'nome és petit, entre 5 i 9 | ( Houin i col., 1975;
Gugler, 1978 ). L'extensiva unid del farmac a les proteines limita la seva distribucié en els teixits,
encara que un 5% de la dosi es troba present en el fetge després de tres hores de I'administracié
( Cayen i col,, 1977 ).

- Biotransformacio i excrecio:

En I'nome l'acid clofibric s'excreta sobre tot per l'orina ( Houin i col., 1975 ), i com que
gairebé no sofreix metabolisme de fase 1, s’elimina principalment sense transformar o bé com a
conjugat. Entre un 60% ( Houin i col., 1965 ) i un 95% ( Caldwell i Emudianuglie, 1979 ) de I'acid
clofibric urinari esta conjugat, principalment com a glucurénid.

- Mecanisme d’accid

El mecanisme d'accié del clofibrat a nivell cel.lular no és ben conegut. Se sap que
incrementa el catabolisme de les VLDL degut a una estimulacié de la LPL ( Taylor i col., 1977;
Kudchodker i col., 1984 ), perd no es coneix el motiu d’aquesta actuacié. Petites reduccions en
la sintesi i/o secrecié de les VLDL poden tenir lloc, perd el farmac no és gaire efectiu en aquest
aspecte ( Perry, 1986 ). L'efecte hipocolesterolemic del clofibrat és moderat i variable.
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Altres efectes son:
- interferéncia amb I'unié dels acids grassos lliures a I'albumina

- inhibicié no competitiva de la biosintesi de colesterol

- alteracié del metabolisme de certes apolipoproteines

- increment de I'excrecié fecal d'esterols neutres

Us clinic

El clofibrat és el farmac d'eleccié pel tractament de pacients amb hiperlipoproteinémia tipus
lll, en els quals provoca una reduccié del colesterol i triglicérids plasmatics del 50 al 80%, i
condueix a la regressio dels xantomes ( lllingworth, 1987 ).

Quan s’administra a pacients amb hipertrigliceridémia primaria, provoca una disminucié de
més del 75% en els nivells de colesterol i triglicérids plasmatics, perd freqlentment produeix

increments en les concentracions de LDL-colesterol ( Wilson i Lee, 1972 ),

El clofibrat és inefectiu en pacients amb hipercolesterolemia primaria i molt poc en les
malalties associades amb increments del colesterol-LDL ( llingworth, 1987 ).

Si bé els homozigots tipus Il i els heterozigots tipus lla no responen a la terapia amb
clofibrat, el farmac es considera de segona eleccié en els heterozigots tipus lib, en els que les
VLDL es troben incrementades.

El clofibrat és rarament prescrit per altres dislipémies que no siguin la tipus Ill, degut a la
alta incidéncia de colelitiasis i de tumors malignes de colon que produeix ( Dujovne i Harris ,1989).
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b) Bezafibrat

El bezafibrat és l'acid 2-(4-(2-(4-clorobenzamido)etil)fenoxi)-2-metilpropidnic, farmac
hipolipemiant relacionat estructuralment amb el clofibrat.

Estudi farmacocinétic
- Absorci6 i nivells plasmatics:

Els estudis amb dosi Unica han demostrat una quasi completa absorcié després de
I'administracié oral; un 100% de la dosi administrada és excretada en un plag de 48 hores (
Monk i Todd, 1987 ).

En comparacié amb el clofibrat, el bezafibrat és més rapidament absorbit, perd produeix
concentracions plasmatiques més baixes en I'estat estacionari. Aixo s'explica per I'aclariment més
rapid i I'abséncia d'acumulacié del bezafibrat.

- Distribucié:

Es disposa de poca informacié sobre el volum de distribucid del bezafibrat, que es calcula
en uns 17 | (Abshagen i col., 1980 ). A ligual que el clofibrat, s'uneix en gran proporcié a ales
proteines plasmatiques: 94-96% ( Monk i Todd, 1987 ).

- Biotransformacio i excrecio:

L'eliminacié del bezafibrat de I'organisme té lloc rapidament. Un 43% de la dosi administrada
s'excreta com a tal en l'orina, un 22% s'excreta com a glucurdnid, i el 22% restant com a altres
metabdlits, incloent el derivat hidroxilat. L'aclariment renal és de gran importancia per I'eliminacié
de bezafibrat, i es calcula en uns 6 I/h ( Abshagen i col., 1979 ).
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Mecanisme d’accié

El mecanisme d'accié del bezafibrat no es coneix amb exactitud. El farmac provoca diferents
efectes en els enzims involucrats en el metabolisme de lipids i de lipoproteines, perd no esta clar
quins d’aquests efectes involucren una accid directa del bezafibrat.

Entre els efectes sobre voluntaris sans, es pot destacar que el bezafibrat redueix les
concentracions de triglicérids i colesterol total en sérum ( Oster i col., 1985 ), augmenta la
concentracié de colesterol-HDL i redueix la de colesterol-LDL. En malalts hiperlipidémics el farmac
té un efecte variable sobre la concentracié de colesterol-LDL, depenent del perfil lipoproteic abans
del tractament ( Gavish i col., 1986 ). En aquests malalts, la reduccié dels triglicérids va associada
a una marcada reduccié de les VLDL, doncs el catabolisme d'aquestes es veu incrementat degut
a la estimulacié de la LPL ( Shepherd i col., 1984 ). De totes formes, no esta clar si aquest és
un efecte directe del bezafibrat o subsegiient a canvis induits per aquest en els components
proteics de les lipoproteines. En concret, s’ha descrit que el bezafibrat produeix un increment en
la concentracié de la apoproteina cll, que activa la LPL, peré no en la de la apoproteina clll, que
inhibeix aquest enzim ( Monk i Todd, 1987 ).

En estudis amb animals, s’ha vist que el bezafibrat inhibeix la hidroximetilglutaril-CoA
reductasa ( Berndt i col., 1978 ) i la ACAT ( Hudson i Day, 1982 ), perd aquests fets no s’han
confirmat en I'home. De totes formes, és possible que la sintesi de colesterol estigui inhibida,
doncs s'ha vist que el bezafibrat incrementa I'activitat del receptor de les LDL en pacients amb
hiperlipoproteinémia tipus Il ( Stewart i col., 1982 ), activitat que depén de la concentracié
intracel.lular de colesterol. Aixd pot produir la reduccié del colesterol-LDL que s'observa en aquest
tipus de malalts.

En canvi, en la hiperlipoproteinémia tipus 1V, els nivells de colesterol-LDL poden veure's
incrementats per la terapia amb bezafibrat.

Us clinic

El bezafibrat s'utilitza principalment per tractar anormalitats lipidiques en malalts amb
hiperlipoproteinémia tipus lla, llb i IV. En aquests cassos, el farmac actua reduint les con-
centracions de colesterol i triglicérids plasmatics. El colesterol-HDL és incrementat en tots els
tipus d’hiperlipidémia, perd sembla que I'efecte és més gran quant més baixa és la concentracié
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inicial d'aquesta lipoproteina; per aixd pot tenir valor terapéutic en pacients amb deficiencia en
HDL.

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

¢) Gemfibrozil

El gemfibrozil és un acid fenoxipentanoic no halogenat, en concret és l'acid 5-(2,5-
dimetilfenoxi)-2,2-dimetilpentanoic, estructuraiment diferent de clofibrat i bezafibrat, perd que es
classifica dins el grup dels derivats de I'acid fibric.

Estudi farmacocinétic

- Absorcio:

Després de I'administracié oral de gemfibrozil, 'absorcié és rapida i completa ( Todd i Ward,
1988 ). La concentracié del farmac en el plasma és directament proporcional a la dosi, i tendeix
a augmentar amb les administracions repetides, encara que l'estat estacionari s'assoleix entre 7
i 14 dies ( Smith, 1976 ). Després de I'administracid de 600 mg de gemfibrozil 3 cops al dia, les
concentracions maximes del farmac en plasma estan entre 15 i 25 mg/l ( Okerholm i col., 1976).

- Distribucio:

En rates, les concentracions plasmatiques del farmac només son excedides per les dels
organs involucrats en el metabolisme i I'excrecié: fetge i rony6 ( Todd i Ward, 1988 ). "In vitro",
el gemfibrozil s'uneix a I'alblmina humana en un 87-98% a concentracions terapeutiques ( Anonim,
1982 ).
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- Metabolisme i excrecio:

El gemfibrozil es metabolitza per hidroxilacié donant quatre metabdlits diferents, dels quals
el més abundant és el que resulta de la carboxilacié de I'anell benzénic. Tots els metabdlits i el
farmac no metabolitzat es conjuguen amb acid glucurdnic. Només el derivat acid benzoic s'excreta
en quantitats apreciables sense conjugar ( Okerholm i col.,1976 ).

L'excrecié es realitza sobre tot per I'orina ( Todd i Ward, 1988 ); s’ha descrit I'existéncia de
cicles enterohepatics en animals d’experimentacié ( Okerholm i col., 1976).

Mecanisme d’accio

En varies espécies animals, el gemfibrozil redueix les concentracions plasmatiques de
triglicerids ( Dvornik i Cayen, 1980 ), resultant un ordre de magnitud més potent que el clofibrat.
El colesterol total plasmatic no resulta afectat per I'administracié del tarmac ( Dvornik i Cayen,
1980 ), excepte en animals alimentats amb dietes riques en colesterol ( Krause i Newton, 1985).

En subjectes normolipidemics, el gemfibrozil provoca disminucié de les concentracions de
triglicérids i colesterol total i increment del colesterol-HDL ( Agustin i Gnasso, 1985 ).

El mecanisme pel qual el gemfibrozil realitza aquestes accions no esta clarament elucidat,
perd se sap que, a diferéncia del clofibrat, inhibeix la formacié de friglicérids, reduint aixi la
produccié de VLDL en el fetge ( Keseaniemi i Grundy, 1984 ).

Per altra banda, també potencia I'activitat LPL, incrementant aixi 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 triglicerids hepatics i el metabolisme del colesterol sembla ser el mecanisme
d'accié més plausible ( Todd i Ward, 1988 ).
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Us clinic

En estudis clinics realitzats, el gemfibrozil ha mostrat ser efectiu en la disminucié dels nivells
de triglicérids i VLDL en malalts amb hiperlipoproteinémies tipus Il i IV ( Keseaniemi i Grundy,
1984 ). De fet, és ben tolerat i molt efectiu com a farmac de primera eleccié en tots els tipus de
dislipemies caracteritzades per hipertrigliceridémia, excepte en el tipus | ( Todd i Ward, 1988 ).
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Estructura quimica de clofibrat,bezafibrat i gemfibrozil



5. CADENES DE TRANSPORT ELECTRONIC MICROSOMAL

El reticle endoplasmatic dels hepatocits conté almenys dues cadenes de transport electronic,
cadascuna d'elles constituida per una flavoproteina i un citocrom ( Nagi i col., 1983 ; llan i col.,
1981 ).

El primer d'aquests sistemes inclou una flavoproteina depenent de NADH anomenada NADH-
citocrom b, reductasa, la qual transfereix els equivalents reductors des del NADH fins al citocrom
b, A través d'aquest arriben també equivalents reductors al citocrom P-450, de forma que la
NADH-citocrom b, reductasa intervé no només en el metabolisme lipidic siné també en el
metabolisme d'alguns farmacs.

El segon sistema conté una flavoproteina NADPH-depenent anomenada NADPH-citocrom
P-450 (citocrom c) reductasa, capag de transferir electrons al citocrom P-450 i al citocrom b,
aixi com a l'acceptor artificial, citocrom ¢. També el citocrom b, pot transferir electrons al citocrom
P-450.

La molécula de la NADPH-citocrom P-450 reductasa és forga complexa. Conté quatre
dominis amb diferents funcions: segment d'unié a la membrana (1), domini d'unié al FMN (ll),
lloc d'unié pel FAD (lll) i domini d'unié pel NADPH (IV). Sembla ser que el domini Il és el centre
actiu per la interaccié amb els acceptors delectrons: citocrom P-450, citocrom b, i citocrom ¢
( Nisimoto i Ostuka-Murakami, 1988 ).

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

El que s'anomena NADH-citocrom ¢ reductasa no és un sol enzim, sind que representa
la transferéncia d'electrons des del NADH a la NADH-citocrom b, reductasa , d'aquesta al citocrom
b, i finalment a I'acceptor artificial, citocrom c.

En el seglient esquema s'indiquen les vies de transport electronic microsomal, incloent-hi
els acceptors artificials:
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Esquema 4. Sistemes de transport electronic

microsomal
Fe(CN), Citocrom ¢
NAD* ‘
NADH + H' S > Fpy y Citocrom b,
NADPH + H' ) » Fp; » Citocrom P-450
NADP* /
Citocrom ¢

El citocrom b, juga un paper central com a portador microsomal d'electrons, que interactua
amb dues reductases diferents i transfereix electrons a moltes reaccions fisiologiques:

- desaturacié d'acids grassos: El complex desaturasa consta de tres proteines: NADH-
citocrom by reductasa, citocrom b, i una desaturasa terminal. La transferéncia d'electrons des del
NADH fins la desaturasa requereix una associacid de les tres proteines del complex en la
membrana microsomal ( Jeffcoat, 1979 ).

- elongacié d'acids grassos
- oxidacions mixtes catalitzades pel citocrom P-450, destacant especificament la w i w-1

hidroxilacid dels acids grassos, catalitzada per un isoenzim (citocrom P-452), que s'indueix a
I'administrar proliferadors peroxisomics, com ja s’ha comentat en el capitol 3 d'aquesta part tedrica.
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- reduccié de la metahemoglobina
- reduccio de les N-hidroxilamines
- sintesi de colesterol

- desaturacié dels fosfolipids

- sintesi de plasmalogen

- desmetilacio de 4-metilesterols

Cal destacar que de totes aquestes funcions, sis d'elles estan relacionades amb el
metabolisme lipidic.

La implicacié del citocrom b, en la transferéncia d'equivalents reductors al sistema
d'elongacié 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 participacié del citocrom by en aquest procés és en la
primera etapa reductora de la elongacié, catalitzada per la B-cetoacil-CoA reductasa, en tant que
en la segona reduccid, catalitzada per la trans-2-enoil-CoA reductasa no hi intervé el citocrom
b,. Els electrons procedents del NADPH poden arribar al sistema d'elongacié a través de la
NADPH-citocrom P-450 reductasa, perd el citocrom P-450 no estd involucrat en aquesta
transferéncia ( llan i col., 1981).

La interaccid entre el grup hemo del citocrom b, i la NADH-citocrom b, reductasa es
produeix per complementarietat de carregues involucrant grups lisil de la reductasa i grups carboxil
del citocrom ( Dailey i Strittmatter, 1980 ). El segment del citocrom b, que I'uneix a la membrana
microsomal no es requereix per aquesta transferencia, i serveix només per mantindre el citocrom
en una orientacié Optima per la interaccié catalitica.
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En canvi, per la interaccié del citocrom b, amb la estearoil-CoA desaturasa o la NADPH-
citocrom P-450 reductasa es requereix tota la molécula, inclds el segment unit a membrana.

Qualitativament, els mateixos grups carboxil (Glu 47,48 i 52, i un grup propionat del segment
hemo) sén essencials per la interaccié del citocrom b, amb les dues reductases i amb la
desaturasa ( Dailey i Strittmatter, 1980 ). A diferéncia del citocrom b, el citocrom ¢ interacciona
a través de carregues positives que envolten I'extrem 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 interaccié amb les carregues negatives del citocrom b, i amb les positives del citocrom c.

El fet que la mateixa superficie del citocrom b, pugui interaccionar rapidament amb tants
enzims diferents suporta la idea de que aquestes proteines es troben distribuides a I'atzar en la
bicapa fosfolipidica i que les interaccions entre elles depenen de la difussié rotacional i trans-
lacional en aquesta bicapa ( Dailey i Strittmatter, 1980 ).
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6. ACIL-CoA HIDROLASA

Les acil-CoA hidrolases sén enzims ampliament distribuits en diferents drgans de diverses
espécies animals. Catalitzen la hidrolisi dels tioésters dels acids grassos de cadena llarga (C,-
C, ) ( Berge i col., 1981 ), presentant maxima activitat pel palmitoil-CoA; per aixd de vegades
reben el nom trivial de palmitoil-CoA hidrolasa . Aixi, doncs, juguen un paper molt important en
el control de la sintesi d'acids grassos, que utiliza acil-CoAs com a substrats, i de la longitud
d'aquests acids grassos sinteteitzats ( Berge, 1979 ).

En el fetge existeixen 3 acil-CoA hidrolases diferents, localizades en els microsomes, la
matriu mitocondrial i el citosol.

L'acil-CoA hidrolasa microsomal ha estat purificada: és un monomer de PM 53000 D,
associat a membrana, no integral, caracteritzat per la preséncia de tres grups sulfhidril, un dels
quals esta exposat al medi i sembla essencial per I'activitat enzimatica. Els residus de cisteina son
essencials per mantindre la conformacié activa de I'enzim, en tant que els de serina semblen
formar part del centre actiu ( Berge, 1980 ).

Berge i col., han purificat també I'acil-CoA hidrolasa de la matriu mitocondrial dels hepatdcits,
que té un pes molecular de 19000 D i presenta propietats diferents de la microsomal respecte a
inactivacié térmica, efecte de cations i anions, K,, pel palmitoil-CoA i inactivacié per grups sulfhidril
( Berge, 1980 ).

L'acil-CoA hidrolasa del citosol hepatic té una activitat molt baixa en condicions normals
(0.01 unitats/mg de proteina), perd el tractament de I'animal amb clofibrat provoca un gran
increment en aquesta activitat ( Katoh i col., 1987 ). Aquest increment és degut a la induccié de
dues noves acil-CoA hidrolases | i Il, que sén diferents de les hidrolases mitocondrial i microsomal
( Miyazawa i col., 1981 ). També son diferents entre elles: els seus pesos moleculars sén 72000
i 40000 D respectivament, i en tant que la induccié de la hidrolasa | depen de I'estat d’androgens
de I'animal, la hidrolasa Il no respon a canvis en l'estat hormonal ( Kawashima i col., 1982 ).
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En contrast, les acil-CoA hidrolases de testicles i de cervell, no resulten induides pel
tractament amb acid clofibric, peré les activitats d'aquests enzims sén de per si molt altes en rates
control ( Katoh i col., 1987 ).

Es interessant el fet que les propietats de I'acil-CoA hidrolasa | del citosol hepatic s6n molt
similars en quant a pes molecular, cinética i estabilitat térmica a les de I'acil-CoA hidrolasa del
citosol de cervell i de testicles ( Katoh i col., 1987 ).

L'administracié d'acid clofibric indueix també en el citosol hepatic dels animals tractats una
tioesterasa amb capacitat per hidrolitzar el clofibroil-CoA. L'activitat clofibroil-CoA hidrolasa no és
deguda a la palmitoil-CoA hidrolasa, siné a un enzim especific que actua com un mecanisme per
evitar la excessiva acilacié del CoA-SH cel.lular ( Berge i col., 1987 ).

La cinética de I'acil-CoA hidrolasa, aixi com la d'altres enzims que utilitzen lipids amfifilics
com a substrat és forca complexa, doncs aquests espontaniament formen micel.les quan es troben
en un medi de reacci¢ aquds per sobre de 'anomenada concentracié micel.lar critica (CMC), fent
que les corbes cinétiques es desviin del model cinétic de Michaelis i Menten ( Gatt i Bartfai, 1977).

Per I'acil-CoA hidrolasa només els monomers de palmitoil-CoA lliure, la concentracié dels
quals és essencialment constant quan es supera la CMC, actuen com a substrats, en tant que les
formes micel.lars son inhibitories ( Berge i col., 1987 ).

Per sota la CMC del palmitoil-CoA, I'enzim presenta comportament michaelid. Per aixo, molts
cops l'addicié de BSA possibilita I'ajust dels resultats al model de Michaelis i Menten, doncs
I'albdmina 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 I'acil-CoA hidrolasa augmenta, doncs, absorbint part del
substrat, I'alblmina provoca una disminucié de la concentracid de miceles inhibitdries. A una
concentracié optima d'albimina, les micel.les desapareixerien, perd a I'excedir aquesta con-
centracid, inclis els mondmers serien absorbits, el que conduiria a velocitats de reaccié més
baixes ( Gatt i Bartfai, 1977 ).
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A l'augmentar la concentracié de palmitoil-CoA, es requereixen concentracions mes altes de
BSA per assolir 'activitat maxima. Per tant l'activacié de I'enzim per la BSA depén de la relacid
de concentracions Palmitoil-CoA/BSA. El maxim d'activitat per I'acil-CoA hidrolasa microsomal es
troba a 120 nmol Palmitoil-CoA/mg de proteina (BSA + proteina enzimatica) ( Berge, 1979 ).

Un problema addicional es presenta quan no es treballa amb enzim purificat siné amb
preparacions (suspensions de microsomes 0 de mitocondries) que contenen altres constituents
lipidics o proteics, els quals poden interaccionar amb el substrat ( Gatt i Bartfai, 1977 ).

Pauly i MacMillin (1988) van realitzar un estudi sobre la influéncia de I'albimina en la
cinética de la carnitinpalmitoiltransferasa, enzim situat en la membrana mitocondrial. Aquests autors
van trobar que a concentracions fixes d'albimina, les corbes velocitat/substrat eren sigmoidees.
La sigmoidicitat s'explica pel fet que I'alblimina té 5 o 6 liocs d'alta afinitat pel substrat, que a molt
baixes concentracions d'aquest competeixen efectivament amb I'enzim. Només quan aquests llocs
estan saturats, el substrat es fa accessible a I'enzim. En canvi, a relacié constant palmitoil-
CoA/BSA, les corbes velocitat/substrat sén hiperboliques.

De totes formes, els resultats obtinguts amb la carnitinpalmitoiltransferasa no es poden
extrapolar, com veurem posteriorment, a 'acil-CoA hidrolasa, doncs el primer s un enzim integral
de membrana, i en canvi I'acil-CoA hidrolasa és un enzim associat a la membrana microsomal.
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METODOLOGIA
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1. ANIMAL D’EXPERIMENTACIO

S'han utilitzat rates Sprague-Dawley mascle procedents de I'estabulari de la Facultat de
Farmacia de Barcelona, de 7-8 setmanes d'edat i pes compreés entre 200 i 240 grams.

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

La temperatura de I'estabulari es va mantenir constant (22 + 2°C) amb un ritme circadia de
llum / obscuritat de 12 hores (8 AM / 8 PM) i renovacié periédica de l'aire.

2. OBTENCIO DE LES FRACCIONS MITOCONDRIAL, CITOSOLICA 1
MICROSOMAL HEPATIQUES

En cada assaig s'han utilitzat els fetges obtinguts de dos animals, sacrificats mitjangant
dislocacié cervical i posterior exsanguinacio ( Nagi i col., 1989 ) . Els fetges s'extreuen i es per-
fonen amb solucié salina de NaCl 0.9% refredada a 42C, per tal d'eliminar 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 cadascun.

El teixit s’homogenitza dues vegades durant 10 segons en un homogenitzador tipus Politron
( rotor PTA 20 TS, posicié 4 ), mantenint el tub que conté el teixit en un bany de gel per evitar
la degradacié dels enzims tissulars. El tampd d’homogenitzacié és Tris-HCI 50 mM + sacarosa 0.25
M pH 7.4 (80 ml per cada 10 g de fetge).
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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 decantacio 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 centrifugacié, s'obté un pellet que conté les mitocondries
lleugeres. Totes aquestes operacions s’han realitzat en una centrifuga Beckmann d'alta velocitat
( J2-21 ), refrigerada a 4°C.

El darrer sobrenedant obtingut, es transfereix a tubs d'ultracentrifuga i es centrifuga a 40000
rpm durant 45 minuts a 4°C ( Beckmann L-8-55M, rotor Ty 65 ). Un cop acabada la centrifugacio,
s'eliminen per aspiracié els lipids i es recull amb pipeta Pasteur el sobrenedant, que correspon a
la fraccid citosolica. El pellet, que conté els microsomes, es resuspen en tampé Tris-HCI 20 mM,
KCl 0.15 M, i es torna a centrifugar a 40000 rpm durant 45 minuts, per tal d'eliminar proteines
citosdliques o de matriu peroxisdmica que puguin quedar adherides a la superficie dels
microsomes. A l'acabar la centrifugacié, es descarta el sobrenedant, i el pellet es resuspén en
tampd fosfat potassic 100 mM pH 7.4.

En la seglient pagina es representa esquematicament el procés descrit:
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Fetge perfés amb NaCl 0.9%

Homogenitzacié en tampé Tris-HCI 50 mM + Sacarosa 0.25 M
700 g (10 min. 2500 rpm)

Pellet Sobrenedant
(nuclis cel.lulars)

7800 g (15 min. 8000 rpm)

N

Sobrenedant Pellet
(mitocondries pesades)

17400 g
(10 min. 12000 rpm)

S

Sobrenedant Pellet
(mitocondries lleugeres)

100000 g
(45 min. 40000rpm)

Pellet‘r/ \

microsomal Sobrenedant
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Pellet microsomal
Resuspensié en tampé Tris-HCI 20 mM + KCI 0.15 M
100000 g (45 min. 40000 rpm)

Resuspensié en tampé fosfat potassic 100 mM pH 7.4

La concentracié proteica de cadascuna de les fraccions obtingudes es determina pel métode
de Bradford.

Les diverses fraccions obtingudes es congelen a -30°C fins la seva utilitzacio.
3. OBTENCIO DE LA FRACCIO CITOSOLICA CEREBRAL

Per obtindre la fraccid citosélica del cervell, es parteix de 4 animals, que es sacrifiquen per
dislocacio cervical. Els cervells s'extreuen, es prenen els dos hemisferis i es pesen.

El teixit s’homogenitza en una proporcié de 1 g de cervell per 8 ml de tampé Tris-HCI 50 mM
+ Sacarosa 0.32 M.

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

L’homogenat aixi 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 centrifugacié (12000 rpm, 10 minuts). Aquestes operacions
es realitzen en una centrifuga Beckmann d'alta velocitat J2-21, refrigerada a 4¢C.
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El sobrenedant de la tercera centrifugacié es transfereix per decantacié a tubs d'ultracentrifu-
ga, i es centrifuga a 40000 rpm durant 45 minuts ( Ultracentrifuga Beckmann L-8-55 M, rotor Ty65,
42C).

Un cop acabada la centrifugacio, es recull amb pipeta Pasteur el sobrenedant, que correpon
a la fraccié citosolica, i es determina la concentracié proteica pel métode de Bradford.

4. PARAMETRES ENZIMATICS DETERMINATS

Per totes les activitats enzimatiques descrites a continuacid, I'efecte dels farmacs en estudi
es va determinar addicionant aquests al medi d'incubacié en forma de sal sodica a partir d'una
solucié mare preparada amb NaOH 0.1 N pH 8. Es va comprovar que pel maxim volum de solucié
de farmac afegit, corresponent a una concentracié de farmac de 5 mM, no variava el pH del medi
d'incubacié. L'activitat enzimatica de totes les mostres assajades s'ha valorat per duplicat.

Els farmacs utilitzats en aquest treball han estat:
- Acid clofibric (Sigma)
- Bezafibrat (Lab. Andreu)

- Gemfibrozil (Lab. Menarini)

Tots els reactius dels quals no se n'indica la procedéncia s’han obtingut de fonts comercials
en el grau maxim de puresa disponible.



4.1. ENZIMS MICROSOMALS

4.1.1. NADH-Citocrom-b,-reductasa (EC 1.6.2.2)

* Fonament

Els electrons procedents del NADH sén vehiculitzats fins la NADH-citocrom-b,-reductasa i
redueixen el ferricianur potassic. Es monitoritza la taxa d'oxidacié del NADH a 340 nm, utilitzant

un coeficient d’extincié de 6.2 mM' cm™.

NADH + H ———5 Fp, ———> Fe(CN),

* Reactius utilitzats:
.Tampé fosfat potassic 0.1 M, pH 7.4
.Ferricianur potassic 5 mM
NADH 3 mM (Sigma)
* Metodica:
En cada cubeta s’hi posa:
. Tampé fosfat potassic en quantitat suficient per un ml

. 50 pl de K,Fe(CN); 5 mM
. Suspensié microsomal en la quantitat necessaria

S'agita bé i es manté 5 minuts a temperatura ambient. Liavors s’hi afegeixen 50 pl de NADH
3 mM, i es llegeix la taxa de oxidacié del NADH a 340 nm.
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* Resultats:

L'activitat enzimatica s’expressa en nmols/min/mg de proteina microsomal. A partir
del'increment d'absorbancia per minut i del coeficient d'absorcié molar (6.2 mM™ cm™ ), apliquem
la liei de Beer:

A=ab.c, on a = coef d'abs (mM" cm” ), b=1 cm i ¢ = concentracié del producte (mM). Aixi
obtenim els mmols/l/min de producte transformat per I'enzim.

Per expressar els resultats en nmol/min/mg de proteina , cal tenir en compte:
- factor de transformacio de | a ml
- factor de transformacié de mmols a nmols
- concentracié de proteina en la cubeta

Aixi deduim la segient formula:

nmol A/min 10° nmol 1l 1

minmg 62 mM'em' 1mmol 1000 ml "x" mg prot/ml

4.1.2. NADH-citocrom c-reductasa
* Fonament

L'activitat enzimatica es determina segons el métode de Yasukochi i Master (1976), que es
basa en mesurar la taxa de reduccié del citocrom ¢ utilitzant un coeficient d'extincié de 18.5 mM'

cm™,

NADH + H —™ Fp, — citb, — citc
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En realitat, no es mesura una sola activitat enzimatica, sin el flux d'electrons del NADH a
la NADH-citocrom b, reductasa i d'aquesta al citocrom b,

* Reactius utilitzats

- Tamp6 fosfat potassic 0.1 M, pH 7.4
- KCN 9 mM

- Citocrom ¢ 1.6 mM (procedent de cor de cavall, tipus lll, ; Sigma)
- EDTA 1 mM (Merck)
- NADH 3 mM

* Metodica
En la cubeta del espectrofotometre s’hi posa:

. 30 pl de KCN 9 mM

. 30 p! de citocrom ¢

. 100 pl EDTA 1 mM

. Suspensié microsomal en la quantitat necessaria

. Tampé fosfat potassic en quantitat suficient per 1 ml

S'agita i es manté a 37°C durant 5 minuts. Llavors s'inicia la reaccié afegint 40 | de NADH
3 mM i es mesura lincrement d’absorbancia a 550 nm.

* Resultats

Es calcula I'activitat enzimatica com ja s'ha esmentat, utilitzant un coeficient d'absorcié de
18.5 mM"' cm’



64

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

* Fonament

La segona cadena de transport electronic microsomal utilitza NADPH; els electrons flueixen
des de la NADPH-citocrom c-reductasa fins el citocrom P-450 i també fins I'acceptor artificial, el

citocrom c.

L'activitat NADPH-citocrom c-reductasa es determina a l'igual que la NADH-citocrom c-
reductasa, perd utilitzant NADPH en comptes de NADH.

4.1.4. Acil-CoA hidrolasa (EC 3.2.2.1)
* Fonament

L'acil-CoA hidrolasa esta ampliament distribuida en diferents drgans de varies espécies
animals: fetge, ronyd, cervell, testicles i mucosa intestinal.

L’acil-CoA hidrolasa microsomal i la mitocondrial s’han assajat en fetge; en canvi, hem utilitzat
cervell per assajar I'activitat de I'acil-CoA hidrolasa citosélica.

Encara que son tres enzims diferents amb localitzacid cel.lular diferent, el métode seguit per
determinar I'activitat és el mateix, i per aix¢ s'inclouen en el mateix apartat.

L'acil-CoA hidrolasa actua trencant l'enllag establert entre l'acid gras i el coenzim A. El
métode espectrofotométric utilitzat per determinar I'activitat d'aquest enzim (Berge i col., 1979) es
basa en mesurar lncrement d'absorbancia que es produeix degut a la formacié d'un complexe
entre el CoA alliberat com a resultat de I'accié de I'enzim i el DTNB afegit al medi de reaccié.
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* Reactius utilitzats

- Tampé HEPES (Sigma) 30 mM + EDTA 1 mM, pH 7.4

- BSA lliure d'acids grassos, fraccié V (Sigma) (8 mg/ml de tampd)
- DTNB 6 mM (Fluka)

- Palmitoil-CoA 1 mM (Sigma)

* Metodologia
En una cubeta d'espectofotometre s’hi posa:

. Tamp6 HEPES 30 mM + EDTA 1 mM en quantitat suficient per 1 ml
. 40 pl de BSA (quan es requereixi)
. Microsomes, mitocondries o citosol en quanti-tat necessaria

Es preincuba durant 5 minuts a 35°C, i s'afegeixen a la cubeta 50 pl de DTNB 6 mM. Es
mesura lincrement d'absorbancia a 412 nm (A A, ), que sera degut a la reaccié dels grups
sulfhidril enddgens. Llavors s'addicionen 40 pl de Palmitoil-CoA 1 mM (relacié 120 nmol Pal-
CoA/mg BSA), i es mesura I'increment d'absorbancia total (AA, ) a 412 nm.

* Resultats
A partir de la resta de AA, - AA, obtindrem l'activitat de I'enzim sobre el substrat afegit

exdgenament, i utilizant un coeficient d'absorcié de 1'36.10' M' cm™ s'expressen els resultats
en nmol/min/mg proteina.
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4.2. ENZIMS CITOSOLICS

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

* Fonament

La determinacié de l'activitat de I'enzim malic es basa en la segiient reaccid:
L-Malat” + NADP* == Pirwvat' + CO, + NADPH

La formacié de NADPH es segueix en I'espectrofotometre a la longitut d'ona de 340 nm
(Ochoa, 1955)

* Reactius utilitzats

- Tampé Tris (Sigma)- HCI 30 mM, pH 7.4
- MnCl, 20 mM

- NADP* 1.2 mM (Sigma)

- L-Malat 10 mM (Sigma)

* Metodica
En una cubeta d'espectrofotdometre s'hi posa:

. Tamp6 Tris-HCI en quantitat suficient, per 1 ml
. 50 pl de MnCI, 20 mM
. Citosol en quantitat necessaria

S'agita i es manté a 37°C durant 5 minuts. S'addicionen 50 pl de NADP' 1.2 mM ,i es llegeix
la variacié d'absorbancia durant 2 0 3 minuts, (A A, ) la qual és deguda a l'activitat de I'enzim
sobre el malat que hi ha present al citosol. Llavors s'afegeixen 50 ! de L-malat 10 mM, i es
mesura l'increment d'absorbancia a 340 nm durant 3 minuts (AA, )
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* Resultats

Per calcular 'activitat de I'enzim sobre el substrat extern, partim de I'increment d'absorbancia
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 proteina, utilitzant un coeficient d'extincié de 6.2 mM" cm™.

4.2.2. Malic deshidrogenasa (EC 1.1.1.37 L-malat:NAD* oxidoreductasa)

* Fonament
L'enzim malic deshidrogenasa catalitza la seglient reaccié:

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

L'activitat d'aquest enzim es determina, segons el métode de Gutmann i Wahlefeld, mesurant
la formacié de NADH a través de l'increment d’absorbancia a 340 nm.

* Reactius utilitzats:

- Tampé DEA (Merck) 90 mM + MgCl, 4.5 mM
- NAD * 58 mM (Sigma)
- L-Malat 500 mM (Sigma)

* Metodica
En la cubeta espectrofotomeétrica s'hi posen:

. Tampé DEA + MgCl, en quantitat suficient per 1 ml
. Citosol en la quantitat necessaria

S'agita bé i es preincuba durant 5 minuts a 37°C. S'inicia la reaccio afegint 50 pl de NAD'
58 mM, i es mesura l'increment d'absorbancia a 340 nm, AA,, que és degut a I'accié de I'enzim
sobre el substrat present al citosol. Llavors s'addicionen 55 pl de L-Malat 500 mM i es mesura
lincrement d'absorbancia (A A,), que resultara de I'accié de I'enzim sobre el total del substrat,
I'enddgen i I'afegit externament.



* Resultats

A partir de la diferéncia entre A A, i AA, i realitzant les transformacions ja esmentades,
expressem l'activitat malic deshidrogenasa en nmol/min/mg proteina, ufilizant un coeficient
d'extincié de 6.2 mM" cm™.

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

Quan el citrat s'incuba amb ATP, CoA, Mg®, i I'enzim escissor del citrat, té lloc la segiient
reaccio:

Citrat + ATP + CoA — acetil-CoA + oxalacetat + ADP + P,

L'activitat d'aquest enzim es determina segons el métode de Srere (1959), que es basa en
mesurar la formacié d'un dels productes d’aquesta reaccio, I'oxalacetat. La velocitat de formacio
de I'oxalacetat es determina mitjangant la reaccié d'aquest amb NADPH en preséncia de malic
deshidrogenasa (és suficient la malic deshidrogenasa que conté el citosol perqué tingui lloc la
reaccio).

* Reactius utilitzats

- Tampd Tris-HCI 100 mM pH 7.4
- MgCl, 250 mM

- DTT 125 mM (Sigma)

- Citrat potassic 525 mM (Panreac)
- CoA 7.5 mM (Sigma)

- NADPH 5§ mM (Sigma)

- ATP 125 mM (Merck)
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* Metodologia
En una cubeta d'espectrofotometre s’hi posa:

. Tampé Tris-HCI en quantitat suficient per un mililitre
. 40 pl de MgCl, 250 mM
. 40 pl de DTT 125 mM
. 40 pl de citrat potassic 525 mM
. 40 pl de CoA 7.5 mM
. citosol en quantitat suficient

Es manté a 37°C durant 5 minuts, i s'inicia la reaccié afegint 40 ! de NADH 5 mM. Es
mesura la disminucié d'absorbancia a 340 nm durant 2 o 3 minuts (AA, ); llavors s'hi addicionen

40 pl de ATP 125 mM i es mesura la disminucié d'absorbancia a 340 nm (AA, ).

* Resultats

A partir de la diferencia AA, - AA, , i fent les transformacions necessaries (coeficient
d'absorcié 6.2 mM* cm™ ) s’expressa I'activitat en nmol/min/mg proteina.

4.24. Glucosa-6-fosfat deshidrogenasa (D-glucosa-6-fosfat:NADP* 1-oxidoreductasa)

* Fonament

L'activitat Glucosa-6-fosfat deshidrogenasa es determina segons el métode de Dror i col.
(1970), basat en la segient reaccio:

Glucosa-6-fosfat + NADP* &= 6-fosfogluconolactona + NADPH + H'

L'increment d'absorbancia a 340 nm degut a la formacié de NADPH, és una mesura de
l'activitat glucosa-6-fosfat deshidrogenasa.
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* Reactius utilitzats

- Tamp6 Tris-HCI 30 mM pH 7.4
- MgCl, 300 mM

- NADP* 3 mM

- Glucosa-6-fosfat 4 mM (Sigma)

* Metodologia

En una cubeta d'espectrofotometre s’hi posa:

. Tampd Tris-HCI en quantitat suficient per 1 mililitre
. 50 pl de MgCl, 300 mM
. citosol en quantitat suficient

Es preincuba durant 5§ minuts a 37°C. Llavors s'hi afegeixen 50 ul de NADP* 3 mM i es
llegeix la variacié d'absorbancia a 340 nm durant 2 0 3 minuts. Aquest increment d'absorbancia
( AA, ) correspon a l'activitat de I'enzim sobre el substrat present al citosol. Seguidament
s'addicionen 50 p! de glucosa-6-fosfat, i es mesura I'increment d’absorbancia a 340 nm,AA, , que
és el degut al total de substrat present.

* Resultats

A partir de la restaAA, - AA, , es calcula I'activitat en nmol/min/mg de proteina, utilitzant
un coeficient d'extincié de 6.2 mM" cm™

5. PARAMETRES NO ENZIMATICS
5.1. Determinacié de la concentracié proteica: Métode de Bradford
El métode de Bradford (Bradford, 1976), elimina la major part dels problemes que presenten
altres métodes de determinacié de la concentracié proteica, com son el procediment de Lowry o

I'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
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a l'unir-se el colorant a les proteines. El complexe proteina-colorant té un alt coeficient d'extincié,
el qual permet una alta sensitivitat en la mesura de la proteina. La unid del colorant a la proteina
és un procés molt rapid i el complexe format és forga estable.

Per preparar el reactiu, 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma) es disolen en
50 ml d'etanol 95%. A aquesta solucié s’hi addicionen 100 ml d'acid fosféric del 85%. La solucié
resultant es dilueix amb aigua destil.lada fins un volum final de 1 litre.

Per determinar la concentracié proteica de la mostra, es prepara una recta de calibrat
utilitzant BSA com a patré (2, 4, 6, 8 i 10 pg de BSA/ml). Aixi mateix es prepara un blanc i quatre
tubs amb dos volums diferents d’'una dilucié de la mostra. Es completa el volum de cada tub amb
aigua destil.lada fins a 50 pl i s'afegeix un mi del reactiu. Després de 15 minuts, s'efectua la
lectura a 535 nm. Per interpolacié amb la recta, es determina la concentracié de proteina present
a la mostra.

La recta de calibrat es realiza per duplicat cada vegada que es vol determinar la
concentracié de proteina.
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RESULTATS
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|. IDENTIFICACIO DE L’ACCIO FARMACOLOGICA
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Abans de comengar la valoracié de I'accié dels farmacs sobre els enzims en estudi, es va
determinar la concentracié proteica optima de treball. Per fer-ho es va establir per a cada enzim
el rang de concentracions proteiques en el que existia una relacio linial entre aquestes i I'activitat
enzimatica:

- NADH-citocrom ¢ reductasa: 0-150 ug proteina

- NADH-citocrom b, reductasa: 0-200 pg proteina

- NADPH-citocrom ¢ reductasa: 0-200 pg proteina

- Glucosa 6-fosfat deshidrogenasa: 0-400 ug proteina
- Enzim malic: 0-200 pg proteina

- Enzim escissor del citrat: 0-1200 pg proteina

- Malic deshidrogenasa: 0-200 ug proteina

- Acil-CoA hidrolasa ms: 0-100 pg proteina

- Acil-CoA hidrolasa mt: 0-200 pg proteina

- Acil-CoA hidrolasa cit: 0-100 pg proteina

En les figures I-1 a I-10 es mostren les grafiques corresponents. En totes elles s'ha indicat
I'equacié de la linia de regressio obtinguda, excepte en aquells cassos en que el coeficient de
correlacié calculat amb els valors d’activitat per totes les concentracions proteiques assajades, ha
estat inferior a 0.900 (enzim malic, malic deshidrogenasa i acil-CoA hidrolasa microsomal i citosoli-
ca).

En les Taules I-1 a I-8 es mostren els valors de I'activitat de cadascun d'aquests enzims en
abséncia i en preséncia de dues concentracions de farmac (1 i 5 mM).
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Enzim malic

10 1 4
4
1.20 1
c
]
gOJ”
N
— -
£
c 0.40
.00 . 2 T L T L T T T Bl T L L] LJ L] L] B L ;
0.00 0.40 0.8 1.20 1.60 2.00 2.40 2.80 3.2 10 2
»g proteina /7 ml
Figura I-5
Enzim escissor del citrat
10 1 :u +
1.20
c
vy
£ 0.801
N
-
o
£ y =0.012 x - 0.162
€ 0.401 r=0.998
°‘W T Al L) T T T L L L] T :
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 10 3

g proteina /7 ml

Figura |-6

77



Malic deshidrogenasa
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Acil—CoA hidrolasa mitocondrial
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TAULA I-1. NADH-CITOCROM C REDUCTASA

* 100 pg proteina /ml

Control

CFB 1mM
CFB 5mM
BZF 1mM
BZF 5mM
GFB 1mM

GFB 5mM

Activitat
1691.0
(1566.0-1816.0)

1812.5
(1725.0-1900.0)

2041.0
(1952.0-2130.0)

1920.0
(1770.0-2070.0)

2178.0
(1997.0-2360.0)

2061.0
(1952.0-2170.0)

3289.0
(3178.0-3400.0)

Estimulacié

0%

7.3%

20.8%

13.5%

28.7%

22.0%

95.0%
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* 25 pg proteina / mi

Control

CFB 5mM

BZF 5mM

GFB 5mM

Activitat
2581.0
(1522.0-3460.0)

3119.0
(1918.0-4320.0)

3696.0
(2072.0-5320.0)

5056.0
(3112.0-7000.0)

81

Estimulacié

0%

25.4%

41.0%

98.0%

Activitats expressades en nmol/min/mg de proteina, corresponents a la mitja dels valors obtinguts a partir de dues preparacions

microsomals diferents.



TAULA 1-2. NADH-CITOCROM B .REDUCTASA

* 100 pg proteina /ml

Control

CFB 1mM

CFB 5mM

BZF 1mM

BZF 5mM

GFB 1mM

GFB 5mM

Activitat
6445.4
(6272.8-6618.0)

6243.7
(6135.0-6352.5)

6909.2
(6588.0-7230.5)

6672.0
(6525.0-6819.0)

6085.5
(6058.0-6113.0)

6494.0
(6400.0-6588.0)

6381.0
(5882.0-6880.0)
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* 25 pg proteina / mi

Control

CFB 5mM

BZF 5mM

GFB 5mM

Activitat

7621.3
(7480.0-7762.6)

7067.0
(6724.0-7410.0)

6480.0
(6080.0-6880.0)

6320.0
(5760.0-6880.0)

Activitats expressades en nmol/min/mg de proteina corresponents a la mitja dels valors obtinguts a partir de dues preparacions

microsomals diferents
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TAULA |-3. NADPH-CITOCROM C REDUCTASA

* 100 pg proteina /mi

Control

CFB 1mM

CFB 5mM

BZF 1mM

BZF 5mM

GFB 1mM

GFB 5mM

Activitat
327.0
(261.4-392.7)

350.7
(280.0-421.5)

355.0
(295.0-415.0)

359.0
(290.0-428.0)

353.2
(285.0-421.5)

326.0
(250.0-402.0)

376.7
(306.0-447.5)
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* 25 pg proteina / ml

Control

CFB 5mM

BZF 5mM

GFB 5mM

Activitats expressades en nmol/min/mg de protena corresponents a la mitja dels valors obtinguts a partir de dues preparacions

microsomals diferents.

Activitat
361.2
(270.4-452.0)

352.4
(284.8-420.0)

352.2
(276.4-428.0)

379.8
(293.6-466.0)
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TAULA 1-4. GLUCOSA-6-FOSFAT DESHIDROGENASA

* 300 pg proteina / ml

Activitatinhibicié

Control 55.4 0%
(42.3-68.5)

CFB 1mM 51.1 0%
(37.3-64.9)

CFB 5mM 30.9 44.2%
(13.6-48.3)

BZF 1mM 48.8 11.9%
(39.5-58.1)

BZF 5mM 10.3 81.4%
(12.5- 8.1)

GFB 1mM 32.2 41.8%
(12.8-51.6)

GFB 5mM 44 92.0%

(0.08.9)



* 100 pg proteina /ml

Control

CFB 5mM

BZF 5mM

GFB 5mM

Activitats expressades en nmol/min/mg de proteina corresponents a la mitja dels valors obtinguts amb dues preparacions de

citosol diferents.

Activitat

55.1
(40.6-69.7)

215
(12.0-31.0)

8.3
(10.8- 5.8)

0.0
( 0.0- 0.0)

Inhibicié

0%

60.9%

84.9%

100.0%
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TAULA I-5. ENZIM MALIC

* 200 pg proteina /ml

Activitat Inhibicid

Control 27.6 0%
(21.5-33.7)

CFB 1mM 26.6 0%
(21.1-32.2)

CFB 5mM 25.2 8.7%
(22.0-28.4)

BZB 1mM 28.4 0%
(22.8-34.0)

BZF 5mM 26.2 5.0%
(22.3-30.0)

GFB 1mM 24.1 12.6%
(20.2-28.1)

GFB 5mM 11.7 57.6%

( 8.4-15.0)



* 50 pg proteina/ ml

Activitat

Control 32.3
(22.4-42.3)

CFB 5mM 29.7
(20.0-39.5)

BZF 5mM 28.1
(20.8-35.4)

GFB 5mM 78
( 0.0-15.6)
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Inhibicié

0%

8.0%

13.0%

75.8%

Activitats expressades en nmol/min/mg de proteina corresponents a la mitja de les obtingudes a partir de dues preparacions

de citosol diferents.



TAULA |-6. ENZIM ESCISSOR DEL CITRAT

* 800 pg proteina /mi

Activitat
Control 16.5
(14.0-19.0)
CFB 1mM 159
(15.7-16.1)
CFB 5mM 16.5
(15.9-17.2)
BZF 1mM 14.0
(11.1-16.9)
BZF 5mM 124
(10.4-14.4)
GFB 1mM 14.3
(13.4-15.2)
GFB 5mM 12.6

(9.2-16.1)



* 200 pg proteina /mi

Activitat

Control 12.9
(11.5-14.4)

CFB 5mM 14.2
(8.8-19.6)

BZF 5mM 108
(10.0-11.7)

GFB 5mM 49
(3.0-6.8)

Activitats expressades en nmol/min/mg de proteina corresponents a la mitja dels valors obtinguts a partir de dues preparacions
de citosol diferents.



TAULA |-7. MALIC DESHIDROGENASA

* 100 pg proteina / mi

Control

CFB 1mM

CFB 5mM

BZF 1mM

BZF 5mM

GFB 1mM

GFB 5mM

Activitat

7125
(666.3-759.1)

687.3
(623.0-751.6)

656.5
(601.8-711.3)

649.0
(638.1-750.0)

654.3
(620.7-688.7)

679.6
(660.9-698.4)

7119
(680.4-743.5)

92



* 25 pg proteina /ml

Control

CFB 5mM

BZF 5mM

GFB 5mM

Activitats expressades an nmol/min/mg de proteina corresponents a la mitja dels resultats obtinguts a partir de dues preparacions

de citosol diferents.

Activitat

799.3
(711.0-887.1)

711.2
(629.0-793.5)

7129
(645.2-780.6)

776.2
(713.7-838.7)
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TAULA |-8. ACIL-CoA HIDROLASA MICROSOMAL

* 100 pg proteina / ml

Activitat Inhibicié

Control 86.3 0%
(84.5-88.1)

CFB 1mM 63.9 25.9%
(62.0-65.9)

CFB 5mM 30.8 64.3%
(31.9-29.7)

BZF 1mM 39.0 54.8%
(38.3-39.7)

BZF 5mM 13.7 84.1%
(13.4-14.0)

GFB 1mM 144 83.3%
(12.4-16.5)

GFB 5mM 0.6 99.3%

(0.0-1.3)



* 25 pg proteina /mi

Control

CFB 5mM

BZF 5mM

GFB 5mM

Activitats expressades en nmol/min/mg de proteina corresponents a la mitja dels resultats obtinguts a partir de dues preparacions

microsomals diferents.

Activitat

109.1
(123.9-94.9)

33.2
( 33.4-33.0)

48
(9.6- 0.0)

0.0
( 0.0- 0.0)

Inhibicié

0%

69.5%

95.6%

100.0%
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|l. NADH-CITOCROM C REDUCTASA
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NADH-CITOCROM C REDUCTASA

L’estudi de I'acci6 "in vitro" de I'acid clofibric, bezafibrat i gemfibrozil sobre les activitats dels
enzims de les cadenes de transport electronic microsomal, NADH-citocrom b, reductasa, NADPH-
citocrom P-450 reductasa i NADH-citocrom ¢ reductasa, ha mostrat que només aquesta darrera
resulta afectada: els farmacs provats produeixen un increment en I'activitat d'aquest enzim, efecte
que és maxim en el cas del gemfibrozil.

En aquest capitol s'intenta elucidar quin és el tipus d'estimulacié que produeix el gemfibrozil
sobre la NADH-citocrom ¢ reductasa, aixi com estudiar altres factors que puguin afectar aquesta

estimulacio.

1. Assaig sense microsomes

L'increment d'activitat produit a I'addicionar el gemfibrozil al medi d'incubacié,podia ser degut
a que aquest simplement catalitzés la transferéncia d'electrons del NADH al citocrom ¢, sense que
hi participés I'enzim. Per descartar aquesta possibilitat, es va realitzar un assaig incubant el farmac,
citocrom ¢ i NADH en abséncia de microsomes. No es va detectar cap canvi en ['absorbancia, fet
que demostra I'efecte real del farmac sobre I'enzim.

2. Influéncia del temps d'incubacio

Per assegurar que la variacié en el temps d'incubacié de la mostra (a 37°C) no feia variar
el porcentatge d'estimulacié que produeix el gemfibrozil, es van provar diferents temps de incubacié
. Els resultats es mostren en la seglent taula:
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TAULA 1I-1. Influéncia del temps d'incubacio

0 min 5 min 10 min 15 min
Control 537.2 7445 869.1 884.3
+95.0 +57.0 +28.0 +38.3

+ GFB 2mM 805.3 1063.1 12495 1238.7
+39.5 +16.7 +44.7 1426

Estimulacio 49.9% 42.8% 43.8% 40.1%

Els resultats estan expressats en nmol/min/mg de proteina, i corresponen a la mitja dels valors oblinguts amb tres preparacions
microsomals diferents + I'error standard.

S'observa que el percentatge d'eslimulacié no varia significativament al llarg de lots els
temps d'incubacidé provats. Per tal de que els resultats siguin comparables s'ha utilitzat un temps
d'incubacio de 5 minuts pels restants assaigs.

3. Influéncia de la quantitat de proteines

Per determinar la influéncia de la quantitat de proteina microsomal present en el medi
d'incubaci6, es va realitzar un assaig utilitzant diferents concenlracions proteiques:
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pg/mi

150

100

50

25

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

Es pot observar que practicament no hi ha variacié en I'activitat enzimatica, ni tampoc en el
porcentatge d'estimulacié produit pel gemfibrozil (35% per GFB 2 mM, 47% per GFB 3 mM), en
tot el rang de concentracions assajat.

TAULA 1I-2. Influéncia de la quantitat de proteina

Control

1135.0
(1042.1-1228.0)

1303.7
(1245.4-1362.1)

1167.5
(1225.9-1109.1)

12713
(1349.1-1193.5)

+ GFB 2mM

16215
(1660.5-1582.6)

17707
(1712.4-1829.1)

1508.0
(1537.2-1478.9)

1660.5
(1660.5-1660.5)

4, Corba Concentracid Gemfibrozil-Resposta

¢ reductasa, tal i com es mostra en la seglent taula:

+ GFB 3mM

1764.2
(1686.4-1842.1)

1790.2
(1751.3-1829.1)

1770.7
(1829.1-1712.4)

1855.1
(1920.0-1790.2)

El gemfibrozil produeix un increment concentracié-depenent en I'activitat de la NADH-citocrom
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Control

GFB 0.5 mM
GFB1 mM
GFB 1.5 mM
GFB 25 mM
GFB5 mM

Resultats en nmol/min/mg de proteina (mitja dels valors obtinguts de tres praparacions microsomals diferents + l'error standard.

Per determinar el valor de I'efecte maxim (E,, ) i la concentracié eficag 50 (CE,, ) del
gemfibrozil sobre la NADH-citocrom ¢ reductasa, s'ha utilitzat I'analisi de Scatchard
1). La recta de regressié obtinguda (coeficient de correlacié r=-0.904 p < 0.05 per 3 graus de
libertat), permet determinar el valor de la maxima estimulacié a partir de la seva interseccié amb
I'eix de les x. Aquest valor és d'un 295% d'induccié (assignant un 0% d'estimulacié als valors
control). El valor de la CE,,, obtingut a partir de la coordenada de I'abscissa corresponent al 50%

TAULA 1I-3. Corba Concentracié Gemfibrozil-Resposta

Activitat

800.5 £ 53.2
957.1 + 118.0
10334 = 988
11473 £ 1215
12511 + 826
1604.9 £ 557

de la estimulacié maxima, és de 9.5 mM.

Estimulacio

0.0%
14.6%
28.5%
42.6%
56.2%

103.9%

(Figura II-
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5. Reversibilitat de I'efecte

Per veure si I'efecte del farmac sobre la NADH-citocrom ¢ reductasa era o no reversible, es
va intentar eliminar aquest del medi d'incubacid.

En principi es va pensar que una manera d'aconseguir-ho seria per centrifugacié de la
mostra, de forma que el farmac passés al sobrenedant i aquest fos eliminat. Dos tubs con-
tenint 1 mg de proteina microsomal per ml, un d'ells sense farmac i l'altre contenint gemfibrozil
a una concentracié de 240 puM, es van incubar a 37°C durant 5 minuts i es va determinar I'activitat
NADH-citocrom ¢ reductasa. Seguidament, tots dos tubs van ser centrifugats a 45000 rpm durant
30 minuts. Els pellets van ser resuspesos, es va determinar 'activitat, i es va realitzar una segona
centrifugacié en les mateixes condicions. Els pellets obtinguts es van resuspendre i novament es
va determinar la seva activitat. Les concentracions proteiques després de cada resuspensio, van
ser determinades pel métode de Bradford, per tal de corregir possibles pérdues. Els resultats es
mostren en la seglent taula:

TAULA I1-4. Centrifugacié

Abans Centr, 12 Centr, 2% Centr.
Control 1003.4 1181.8 11113

(995.0-1011.8) (1119.5-1244.2) (1102.7-1119.9)
+ GFB 2mM 12154 1554.5 1513.0

(1204.9-1225.9) (1602.5-1506.5) (1651.1-1374.9)

Els resultats estan expressats en nmol/min/mg de protelna, | s6n fa mitja dels obtinguts a partir de dues preparacions
microsomals diferents,
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Els resultats mostren que ni tan sols després de dues centrifugacions s'aconsegueix eliminar
l'estimulacié.Per assegurar que el farmac resultés totalment eliminat del medi, les mostres es van
dialitzar durant 24 hores a 4°C en front de 1x1 | de tampé fosfat 100 mM + DTT 1 mM (pH=7.4).
Es va determinar I'activitat NADH-citocrom ¢ reductasa abans i després de la dialisi, confirmant-
se la desaparici6 de I'efecte estimulant degut a la total eliminacid del gem fibrozil del medi
d'incubacié,tal i com es mostra en la seglient taula. La concentracié proteica després de la diali-
si es va determinar pel métode de Bradford.

TAULA |I-5. Dialisi
Abans dialisi Després dialisi
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)
Estimulacié 45.3% 515%

Activitats expressades en nmolmin/mg de protelna, corresponents a la mitja dels valors obtinguts de dues preparacions
microsomals.



6. Estudi de la cinética de I'estimulacid
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L'activitat NADH-citocrom ¢ reductasa es va determinar a diferents concentracions de
citocrom ¢, mantenint fixa la concentraci6 de NADH en preséncia de gemfibrozil a dues
concentracions (2 i 3 mM). Els resultats obtinguts van ser els seglients:

Cit C

5 uM
10 uM
15 uM
20 uM
25 uM
40 uM
50 uM

Control

250.7 £ 229
483.1 £ 141
652.9 £ 47.5
774.0 £+ 437
8518 £ 814
1009.6 + 45.0
908.0 + 46.8

TAULA 1I-6. Corba Citocrom ¢

+ GFB 2mM

3408 £ 11.2
7286 + 437
938.3 + 103.8
1026.9 £ 66.0
1208.6 + 108.5
1353.4 + 126.7
1433.4 £ 130.2

+GFB 3mM

4042 + 156

7718+ 99

1063.7 + 834
1202.1 £ 102.2
1270.7 + 86.6
1511.3 £ 104.4
1530.7 + 1354

Activitats (nmolmin/mg de proteTna), corresponents a la mitja dels valors obtinguts de tres preparacions microsomals diferents

+ l'error standard.

La representaci6 de Lineweaver i Burk d’aquests resultats es mostra en la figura II-2. Els

parametres cinétics que se'n deriven vénen indicats en la taula II-7.
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TAULA [I-7. Constants cinétiques aparents pel citocrom ¢

Control + GFB 2mM + GFB 3mM
K. ap. 219 219 20.7
Ve @P. 1515.0 2198.0 2299.0

S'observa que I'addicié de gemfibrozil no modifica el valor de la K,, aparent pel citocrom
¢, indicant que I'afinitat del sistema pel citocrom ¢ no varia. En canvi, la velocitat maxima aparent
s'incrementa marcadament. Quan es manté fixa la concentracié de citocrom ¢ i es varia la de

NADH, els resultats son totalment diferents:

TAULA 11-8. Corba NADH

NADH Control + GFB 2mM +GFB 3mM
2.5 uM 297.0 + 40.8 359.0 + 477 296.0 £ 305
5.0 uM 567.4 + 38.8 5740 £ 61.1 666.0 + 82.4
75 uM 710.0 + 86.0 899.0 + 148.7 882.0 + 86.4
10 pM 815.6 + 68.6 966.4 + 85.0 1023.0 £+ 100.5
15 uM 9405+ 785 1125.0 £ 103.3 1170.7 £ 721
25 uM 984.0 + 118.2 1269.0 £ 209.3 1522.0  207.5
75 uM 128451 86.0 1638.0 £ 103.7 1833.0 + 202.8
120 M 1096.0 + 83.8 1547.0 + 117.2 1800.0 + 105.8

Els resultats (nmol/min/mg) corresponen a la mitja dels valors oblinguts de tres preparacions microsomals + I'error standard.



La representacié de Lineweaver i Burk d'aquests resultats (figura 1I-3) dona linies paral.leles
(diferéncies en les pendents no significatives amb p < 0.05). Els parametres cinétics obtinguts
son els seguents:

TAULA 11-9. Consatnts cinétiques aparents pel NADH

Control + GFB 2mM + GFB 3mM
K. ap 556 9.4 10.1
Vo 8P 1246.0 1808.0 2043.0

En aquest cas no només s'incrementa la V., sind també la K, aparents. Es a dir, que la
disminucid en la pendent causada per l'increment en la V,,, aparent queda compensada per la
disminucidé de I'afinitat.
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|ll- ACIL-CoA HIDROLASA



ACIL-CoA HIDROLASA MICROSOMAL
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Els resultats de la Tabla I-8 mostren que clofibrat, bezafibrat i gemfibrozil produeixen una
marcada inhibicié de I'activitat de I'acil-CoA hidrolasa microsomal "in vitro", sent la seva poténcia
GFB > BZF > CFB. S'han realitzat diferents assaigs per tal d'estudiar en profunditat les
caracteristiques d'aquesta inhibicié.

1. Influéncia del temps d'incubacié

S’han provat diferents temps d'incubacié (a 35°C), per determinar si es produia alguna

variacié en els percentatges d'inhibicié causats per GFB a una concentracié de 0.25 mM.
Els resultats van ser els seglients:

TAULA 11I-1. Acil-CoA hidrolasa microsomal.Influencia del temps d'incubacio.

Temps

0 min

5 min

10 min

15 min

Control
50.2
(47.6-52.9)

629
(57.0-68.9)

675
(61.7-73.3)

66.9
(58.9-75.0)

+ GFB 0.25mM

19.7
(19.2-20.3)

233
(20.6-26.0)

243
(22.8-25.8)

236
(23.1-24.2)

Inhibicid

60.6%

62.9%

64.0% g

64.6%

Activitats expressades en nmolmir/mg de proteina. Correspanen a la mitja dels resultats obtinguts amb dues preparacions

microsomals diferents.



Els resultats de la Taula lll-1 mostren que el percentatge d'inhibicié no varia a I'augmentar
el temps d'incubacié de la mostra. En tots els assaigs postericrs s'ha utilitzat un temps d'incu-

bacié de 5 minuts.

2._Influéncia de la quantitat de proteina

Igualment, s'ha estudiat I'efecte que pot tindre la variacié en la concentracié de proteines
present en el medi d'incubacié sobre el percentatge d'inhibicié produit pel gemfibrozil:

TAULA 111-2. Acil-CoA hidrolasa microsomal.Influéncia de la quantitat de proteina.

pg/mi

100

75

50

25

Control
458
(41.1-47.5)

49.4
(44.1-54.8)

433
(38.0-48.6)

50.1
(41.9-58.4)

+ GFB 0.06 mM

3138
(28.3-35.4)

35
(29.8-40.3)

279
(24.7-31.2)

319
(23.1-40.8)

+ GFB 0.25 mM
16.1
(14.0-18.3)

15.4
(12.4-18.4)

12.1
(7.7-16.5)

10.1
(2.2-18.1)

Resultats (nmol/mirnmg proteina) corresponents a la mitja obtinguda de dues preparacions microsomals diferents.
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No s'observa variacié en el porcentatge d'inhibicié causat pel 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 concentracié de proteina
microsomal que es venia utilitzant: 100 pg/ml.

3. Corbes concentracid-resposta

Donat que tots tres farmacs mostren elevada poténcia inhibitoria, s’han realitzat corbes
concentracié-resposta per tots ells, els resultats de les quals es mostren en les seglients taules:

TAULA 11I-3-A. Corba concentraciéd Ac. Clofibric-Resposta
Acil-CoA hidrolasa microsomal.

Activitat Inhibicid

Control 515+ 64 0%

CFB 0.25 mM 454 + 48 11.9%
CFB 05 mM 409 + 6.6 20.6%
CFB 0.75 mM 39363 23.6%
CFB1 mM 352 + 59 31.5%
CFB 2 mM 305 £ 4.0 40.8%
CFB 4 mM 23729 53.9%
CFB 5§ mM 185+ 64 64.0%

Resultats (nmol/mirn/mg prot) corresponents a la mitja de les activitats de tres preparacions microsomals diferents + I'error
standard.
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TAULA 1[11-3-B. Corba concentracié Bezafibrat-Resposta Acil-CoA hidrolasa microsomal.

Activitat Inhibicié

Control 478 £ 58 0%

BZF 0.1 mM 429 £ 44 6.2%
BZF 0.25 mM 359 +£49 21.5%
BZF 0.5 mM 31 £25 32.0%
BZF 0.75 mM 245+ 08 46.4%
BZF1 mM 205 0.4; 55.1%
BZF2 mM 15.7 (15.2-16.2) 65.6%
BZF5 mM 86 %05 81.1%

Les activitats estan expressades en nmoUmin/mg de proteina i corresponen a la mitja dels valors obtinguts a partir de dues
0 tres preparacions microsomals diferents % l'error standard.



TAULA 11I-3-C. Corba Concentracid Gemfibrozil-Resposta

Acil-CoA hidrolasa_microsomal.

Activitat Inhibicié

Control 478 £ 58 0%

GFB 0.05 mM 29.4 (29.2-29.6) 35.6%
GFB 0.1 mM 296 + 53 35.3%
GFB 0.25 mM 19.1 + 44 58.2%
GFB 0.35 mM 16.5 (17.3-15.6) 64.0%
GFB 05 mM 98 + 07 78.5%
GFB 0.75 mM 60 £ 15 86.8%
GFB1 mM 36 £ 04 92.1%
GFB5 mM 0.06 + 0.06 99.9%
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Resultats en nmol/min/mg de proteina (mitja dels obtinguts amb dues o tres preparacions microsomals + error standard.

S'observa que la inhibicié produida pels tres farmacs sobre la acil-CoA hidrolasa microsomal
és concentracié depenent.
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Per determinar la concentracié inhibitoria 50 (Cl,, ) en cada cas, s'han representat els
logaritmes de la concentracié de farmac en front del percentatge d'inhibicié corresponent (Figura
lN-2).

Les Cl,, obtingudes han estat :

Ac. Clofibric:  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 confianga per p<0.05

En I'assaig de paral.lelisme realitzat s'ha vist que les tres rectes son paral.leles, amb un
pendent comu de 44.477.

La poténcia relativa del gemfibrozil respecte al clofibrat i al bezafibrat és respectivament de 18.6
i 6.6.

4. Reversibilitat de I'efecte

Per determinar si I'efecte inhibidor del gemfibrozil desapareix a I'eliminar el farmac del medi
d'incubacié, dos tubs, contenint cadascin 1 mg de proteina per ml (un d'ells contenint a més
gemfibrozil en quantitat suficient perqué la seva concentracié 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 centrifugacid, obtenint-se els seglients resultats:

TAULA 1II-4. _Acil-CoA hidrolasa microsomal.Centrifugacié

Abans Centr. Després Centr.
Control 53.1 (47.9-58.4) 61.0 (59.4-62.7)
+ GFB 0.15 mM 24.7 (23.1-26.4) 64.5 (53.0-76.0)
Inhibicié 53.4% 0%

Els resultats (nmoVmin/mg protelna) corresponen a la mitja dels valors obtinguts de dues preparacions microsomals diferents.



La reversibilitat de I'efecte inhibidor del gemfibrozil sobre I'acil-CoA hidrolasa microsomal
queda aixi demostrada, doncs al centrifugar, el farmac queda en el sobrenedant, i al rentar el
pellet aquest s'elimina.

5. Cinética de la inhibicié per gemfibrozil

Es va realitzar un assaig variant la concentracié de substrat (palmitoil-CoA) en preséncia de
gemfibrozil 0.25 i 0.05 mM. Els resultats es mostren en la segiient 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 uM 6.6 £ 0.3 35+08 03+04
15 uM 111 +£1.2 96+1.2 29+ 05
17.5 uM 163 £ 1.6 138+ 05 52+ 06
20 pM 20.7 £ 0.3 16.1 £ 04 64+13
25 uM 260+ 16 165+ 0.2 73+1.0
30 uM 31005 230+ 14 99103
40 uM 415+ 16 300+13 14017

Resultats expressats en nmol/minymg protelna, corresponents a la mitja dels valors obtinguts a partir de tres preparacions micro-
somals diferents

Les dades obtingudes no es van poder ajustar a I'equacio de Michaelis-Menten. Degut a
aixd, es van realitzar diversos assaigs per determinar la influéncia de la BSA sobre la cinética
d'aquest enzim, donada la possible interferéncia de la BSA amb I'enzim o amb els farmacs, doncs
tots dos s'uneixen en elevada proporcié a l'albimina.
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En primer lloc, es va comprovar que la linealitat entre concentracié proteica i activitat es
manté fins a 200 pg de proteina/ml quan no hi ha BSA en el medi d'incubacié (Figura lI-2).

Utilitzant una concentracié de 100 pg de proteina microsomal per ml, es va determinar
I'activitat acil-CoA hidrolasa a diferents concentracions de substrat, obtenint-se els segients
resultats:

TAULA 111-6. Acil-CoA hidrolasa microsomal.
Corba Palmitoil-CoA en absencia de BSA.

Pal-CoA Activitat
2.5 uM 28+ 06
5 uM 85+ 06
10 pM 177+ 09
15 puM 254110
20 pM 330+ 35
30 pM 378+28
40 uM 45.1.45.2
50 pM 43.7 £ 49
60 puM 415+ 48
70 puM 345+ 5.1
9 uM 28.0 + 34
100 pM 265 + 3.4
150 pM 194 +13
200 uM 15.0 £ 1.7

Resultats (nmolimin/mg proteina) corresponents a la mitja dels valors de tres preparacions microsomals diferents + l'error
standard.



De les dades obtingudes es desprén que, almenys en les nostres condicions d'assaig,
I'activitat acil-CoA hidrolasa augmenta a mesura que s'incrementa la concentracié de substrat, fins
arribar al maxim a la concentracié de 40 uM de palmitoil-CoA. A concentracions més altes
I'activitat baixa.

Prenent 40 uM com a concentracié optima de palmitoil-CoA, es va mesurar |'activitat amb
diferents quantitats de BSA per tal d'obtindre relacions variables entre les concentracions de
palmitoil-Coa i BSA. Els resultats van ser els segients:

TAULA 1lI-7. Acil-CoA hidrolasa microsomal.
Corba Palmitoil-CoA amb BSA a relacid variable.

nmol Pal-CoA/ Activitat
mg BSA

40 222+ 33

60 415+ 54
80 554 £ 5.6
100 64.7 £ 72
120 61.7 £ 28
140 65.5 + 4.5
160 648 + 4.3
180 63.0 £ 5.4
200 63.1 + 6.0
220 640 £ 59
240 60.6 + 4.2
260 60.0 £ 6.7
360 579+ 6.0

Els resultats (mitia dels valors obtinguts de tres preparacions microsomals diferents + error standard) vénen expressats en
nmol/'min/mg de protelna.

118



L'activitat enzimatica augmenta fins arribar al maxim a 100 nmols de Pal-CoA/mg de BSA,
i es manté al llarg de tot el rang de relacions provat, si bé s'observa una lleugera disminucid
d'activitat a les relacions més altes. Donat que en els assaigs anteriors s’havia utilizat sempre una
relacié de 120 nmol de Pal-Coa / mg de BSA, es va estudiar la variacié de I'activitat de I'acil-
CoA hidrolasa al variar la concentracié de palmitoil-CoA mantenint fixa la relacié esmentada. Els
resultats van ser:

TAULA 11I-8. Acil-CoA hidrolasa_microsomal.
Corba Palmitoil-CoA amb BSA (120 nmol Pal-CoA/mg BSA).

Pal-CoA Activitat

25 uM 22 (1.9-25)
5 uM 5.2 (5.2-5.2)
10 pM 12,0 (11.8-12.3)
15  uM 21.4 (20.1-22.8)
20 pM 26.9 (24.7-29.1)
30 pM 37.7 (36.4-39.1)
40 M 45.1 (44.6-45.7)
50 uM 48.7 (47.4-50.1)
60 pM 50.4 (49.0-51.8)
70 pM 47.4 (45.2-49.6)
80 uM 46.2 (45.7-46.8)
160 pM 36.3 (38.0-34.7)

Els resultats estan expressats en nmol/min/mg de proteina, i coresponen a la mitja dels resultats obtinguts de tres preparacions
microsomals diferents.
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Dels resultats es pot concloure que si bé el maxim real es situa a 60 pM de Pal-CoA, 40
HM és una concentracié optima per treballar-hi, doncs la variacié en l'activitat a I'utilitzar una o
altra concentracié és molt petita ( 5.3 nmol/min/mg de proteina ).

Per comprovar que tampoc varia el porcentatge d'inhibicid si es treballa sense BSA, es va
assajar I'activitat en preséncia de tres concentracions diferents de cada farmac. Els resultats de
la segiient taula mostren que els percentatges d'inhibicié sén practicament els mateixos que quan
es treballa amb BSA (comparar la segiient taula amb les taules 1I-3 A, B i C):

TAULA 111-9. Acil-CoA hidrolasa microsomal.
Efecte dels farmacs en absencia de BSA.

Activitat Inhibicié

Control 462 + 65 0%

CFB 0.5mM 38.7 £33 16.2%
CFB 2mM 287 +23 37.7%
CFB 5 mM 183 £ 1.1 60.4%
BZF 0.5mM 293+ 32 36.5%
BZF 1mM 192+ 19 58.3%
BZF 5mM 69+ 0.6 85.0%
GFB 0.05mM 36.1 + 3.2 21.7%
GFB 0.25mM 221 +£1.0 52.0%
GFB 0.5mM 143+ 1.1 69.0%

Els resultats comesponen a la mitja dels obtinguts de tres preparacions microsomals + l'error standard, i estan expressats en
nmol/min/mg de proteina.
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En cap dels assaigs realitzats, amb o sense BSA en el medi d'incubaci6, no es van poder
ajustar els resultats a 'equacié de Michaelis-Menten.

Seguidament, es va procedir a I'estudi de I'efecte de I'acid clofibric, bezafibrat i gemfibrozil
sobre altres acil-CoA hidrolases cel.lulars de localitzacid mitocondrial i citosolica.



ACIL-CoA HIDROLASA MITOCONDRIAL

A més de l'acil-CoA hidrolasa microsomal hépatica existeixen acil-CoA hidrolases diferents
amb altres localitzacions dins I'hepatocit: mitocondrial i citosolica. En aquest apartat s'estudia
I'efecte de I'acid clofibric, bezafibrat i gemfibrozil sobre I'acil-CoA hidrolasa mitocondrial hepatica.

1. Efecte "in vitro" de I'acid clofibric, bezafibrat i gemfibrozil

Els resultats de I'estudi preliminar de I'efecte dels tres farmacs esmentats sobre I'acil-CoA

hidrolasa mitocondrial, es mostren en la segient taula:

TAULA 11I-10. Efecte dels farmacs sobre I'acil-CoA hidrolasa mitocondrial

Control

CFB1 mM
CFB 5 mM

BZF 1 mM
BZF 5 mM

GFB 0.2 mM
GFB 1 mM

Els resultats sén la mitja dels obtinguts de dues preparacions mitocondrials, | estan expressats en nmol/min/mg de proteina.

Activitat

32.2 (30.0-34.5)

20.0 (16.5-23.6)
7.4 ( 38-11.0)

11.5 ( 7.7-15.4)
28 (1.1- 46)

129 (12.1-13.7)
0.3 ( 0.0- 0.5)

Inhibicid

0%

37.8%
77.0%

64.2%
91.3%

60.0%
99.1%
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S'observa que aquests resultats sén forga similars als obtinguts amb I'enzim microsomal, si

2. Corbes concentracié-resposta

bé en aquest cas les activitats control sén més baixes, fet que concorda amb les referéncies
bibliografiques existents, i els percentatges d'inhibicié lleugerament més alts.

Les dades obtingudes a l'incubar la mostra amb diferents concentracions dels farmacs

assajats es mostren en les segiients taules:

TAULA 1II-11-A. Corba concentracié-Resposta Ac. clofibric. Acil-CoA hidrolasa mitocondrial.

Control

CFB 0.25mM
CFB 0.5 mM
CFB 0.75mM
CFB 1 mM
CFB 2 mM
CFB 4 mM
CFB 5 mM

Activitat

256 (22.5-28.8)
23.1 (209-25.3)
19.7 (17.0-22.5)
16.7 (14.8-18.7)
145 (12.6-16.5)
10.9 ( 9.3-12.6)
76 (7.1-82)
54 (49-6.0)

Inhibicid

0%

9.7%
22.8%
34.7%
43.1%
57.2%
70.1%
79.0%

Els resultats (nmolmin/mg de proteina) corresponen a la miia dels valors obtinguts a partir de dues preparacions mitocondrials

diferents.



Control

BZF 0.1 mM
BZF 0.25mM
BZF 0.5 mM
BZF 0.75mM
BZF1 mM
BZF2 mM
BZF 5 mM

Activitats en nmoV/mir/mg de proteina, corresponents a la mitja dels valors de tres preparacions mitocondrials + I'error standard.

Activitat

37.0 £ 105
301+ 67
257+ 76
238+ 7.2
164+ 4.4
126 £ 4.0
81+ 27
23+ 1.0

TAULA 111-11-B. Corba Concentraci6-Resposta Bezafibrat. Acil-CoA_hidrolasa mitocondrial.

Inhibicid

0%
18.6%
30.5%
35.6%
55.5%
65.8%
78.1%
93.6%
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Control

GFB 0.05mM
GFB 0.1 mM
GFB 0.25mM
GFB 0.35mM
GFB 0.5 mM
GFB 0.75mM
GFB1 mM
GFB5 mM

Activitats (nmol/min/mg) mitja dels valors de dues preparacions mitocondrials.

TAULA 1lI-11-C. Corba Concentracié-Resposta Gemfibbrozil. Acil-CoA hidrolasa mitocondrial

Activitat

34.8 (30.0-39.7)
25.0 (20.9-29.2)
20.0 (15.4-24.7)
11.0 ( 7.7-14.3)
96 ( 55-13.7)
6.6 ( 3.3- 9.9)
3.7 (19- 55)
22 (11-33)
0.0 ( 0.0- 0.0)

Inhibicié

0%
28.1%
42.5%
68.3%
72.4%
81.0%
89.3%
93.6%

100.0%
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Corbes concentracié-resposta

3. Estudi de la influéncia de la BSA

A Tigual que en el cas de I'enzim microsomal, es va realitzar en primer lloc un estudi de
les condicions idonies per a la valoracié del'activitat enzimatica.

S'ha comprovat que la linealitat entre la concentracié de proteina mitocondrial i I'activitat de
I'enzim es manté fins a 200 pg/ml de proteina quan no hi ha BSA en el medi d'incubacid.

Els resultats permeten treballar a la mateixa concentracié que s'havia vingut utilitzant (100
ng/ml), i en aquestes condicions es va realitzar un assaig determinant l'activitat de I'acil-CoA

hidrolasa mitocondrial a diferents concentracions de substrat, sense addicionar BSA.

Els resultats obtinguts es mostren en la segient taula:
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TAULA 1lI-12. Acil-CoA hidrolasa mitocondrial.
Corba Palmitoil-CoA en abséncia de BSA.

Pal-CoA Activitat
5 uM 48+ 1.4
10 uM 96+ 1.2
15 uM 16.6 + 3.2
20 uM 201 £ 4.6
30 uM 269+ 68
40 uM 289+76
50 uM 25575
60 puM 242 +73
70 uM 220 + 6.4
100 pM 16.3 + 4.4
150 uM 119+27
200 pM 95+ 18

Resultats expressats en nmolmin/mg de proteina, corresponents a la mifja obtinguda dels valors de tres preparacions
mitocondrials.

S'observa que a I'igual que succeia amb I'enzim microsomal, 'acil-CoA hidrolasa mitocondrial
presenta el maxim d'activitat a 40 uM de palmitoil-CoA. A concentracions més altes que aquesta,
Iactivitat comenga a disminuir.



128

Per tal de determinar quina és la relacié de concentracions Pal-CoA/BSA optima per donar
la maxima activitat s'ha treballat amb diferents quantitats de BSA, mantenint fixa la concentracié
de palmitoil-CoA (40 uM)

TAULA 11I-13. Acil-CoA hidrolasa mitocondrial.
Corba Palmitoil-CoA amb BSA a relacié variable.

nmol Pal-CoA/ Activitat
mg BSA

40 166 £ 4.2
60 314+ 6.8
80 372 £ 105
100 431 +10.2
120 425+ 10.0
140 424 £ 105
160 400+ 9.7
180 378+ 85
200 374 £ 10.0
220 378+ 95
240 376 £ 115
260 332+ 8.1
360 343+ 9.2

Els resultats (nmol/min/mg de protelna) son la mitia dels obtinguts a partir de tres preparacions mitocondrials diferents + l'error
standard.
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El maxim d'activitat es troba entre 100 i 160 nmol Pal-CoA/mg de BSA. S’ha escollit la
relacié de 120 nmolPal-CoA / mg de BSA, doncs és la relacié a la que hem treballat habitualment,
per veure quina és l'activitat enzimatica mantenint-la fixa i variant la concentracié de substrat. Els
resultats van ser els segients:

TAULA 111-14. Acil-CoA hidrolasa mitocondrial.
Corba_Palmitoil-CoA amb BSA (120 nmol Pal-CoA/mg BSA)

Pal-CoA Activitat

5 uM 34 (44-24)
10 uM 10.4 (11.2- 9.6)
15 uM 14.5 (15.4-13.7)
20 uM 19.2 (18.1-20.3)
30 uM 242 (22.0-26.4)
40 pM 26.2 (22.6-29.8)
60 pM 275 (24.2-30.8)
70 pM 25.3 (20.9-29.7)
80 puM 255 (20.3-30.2)
160 uM 21.7 (16.0-27.5)

Les activitats estan expressades en nmol/min/mg de proteina. Corresponen a la mitja dels valors obtinguts de dues preparacions
mitocondrials diferents.

Cap d'aquests resultats (Taules lll-11 i lll-13) es va ajustar a I'equacié de Michaelis i
Menten, resultant impossible I'estudi de la cinética de la inhibicid.
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Finalment, es va determinar I'efecte dels farmacs sobre I'acil-CoA hidrolasa mitocondrial en
absencia de BSA. Els resultats es mostren en aquesta taula:

TAULA 1lI-15. Acil-CoA hidrolasa mitocondrial.
Efecte dels farmacs en abséncia de BSA.

Activitat Inhibicid
Control 27.7+85 0.0%
CFB 0.5 mM 244+ 73 11.9%
CFB2 mM 173 +£5.0 37.5%
CFB5 mM 120+ 35 56.4%
BZF 05 mM 18.7 £ 6.2 35.2%
BZF1 mM 128 £4.3 53.6%
BZF5 mM 5520 79.9%
GFB 0.05 mM 226 +72 18.4%
GFB 0.25 mM 146 + 4.3 47.3%
GFB 0.5 mM 99+ 3.0 64.2%

Activitats (nmol/min/mg de proteina) corresponents a la milja dels valors obtinguts a partir de tres preparacions mitocondrials
diferents,



Donat que els percentalges d'inhibicid obtinguts en preséncia | en abséncia de BSA en el
medi d'incubacié son molt similars (comparar taula lll-15 amb taules lll-11 A, B | C), es va procedir
a la determinacid dels valors de les Cl,, a partir dels resultats obtinguts treballant amb BSA.

Per determinar les Cl,, per cada tarmac s'han representat els logaritmes de les con-
centracions de farmac en front del percentatge d'inhibicié que produeixen (Figura lil-4).

Les Cl,, obtingudes sén:

Clofibrat: ~ 1.49 mM (1.48-1.5)
Bezafibrat: 058 mM (0.4-0.85)
Gemfibrozil: 0.13 mM (0.11-0.15)
" intervals de confianga per p < 0.05

Ncil—-CoA hidrolasa mitocondrial
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Figura lll-4
Corbes concentracié-resposta
(representacié semilogaritmica)
En l'assaig de paral.lelisme realitzat, s'ha vist que les tres recles son paral.leles, amb un pendent
comu de 53.093. El gemfibrozil és 4.5 vegades més potent que el bezafibrat, | 11.6 vegades més
que el clofibrat.
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ACIL-CoA HIDROLASA CITOSOLICA

L'acil-CoA hidrolasa citosdlica de fetge té una activitat molt baixa encara que aquesta
s'indueix molt al tractar I'animal amb clofibrat. En canvi I'acil-CoA hidrolasa del citosol de cervell
té una activitat molt més alta en animals no tractats, per aixo es va escollir aquest organ per fer
I'estudi de I'enzim citosolic.

1. Influéncia de I'albimina

En primer lloc, a ligual que pels dos enzims anteriors, es va estudiar la influéncia de
I'albumina sobre la cinética enzimatica. En la figura IlI-6 es mostra que I'activitat de I'enzim és linial
amb la concentracié de proteina citosolica fins a 200 pg/ml. Per continuar amb la pauta establerta
es va escollir la concentracio de 100 pg/ml pels assaigs posteriors. A aquesta concentracio, es
va mesurar l'activitat de I'enzim amb concentracions creixents de substrat, en abséncia de BSA.
Es van obtindre els seglents resultats:
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TAULA 11I-16. Acil-CoA hidrolasa citosdlica.
Corba Palmitoil-CoA en abséncia de BSA.

Pal-CoA Activitat

2.5 uM 435 ( 41.3- 45.7)
5 uM 87.9 ( 90.4- 85.4)
10 uM 134.2 (133.4-135.0)
15 uM 176.2 (177.1-175.3)
20 uM 204.0 (205.1-202.9)
30 uM 213.1 (203.5-222.8)
40 uM 238.5 (235.5-241.5)
50 uM 247.6 (250.4-244 8)
60 puM 239.8 (240.4-239.3)
70 pM 228.8 (212.8-244.8)
100 uM 232.7 (230.5-234.9)
150 uM 217.7 (220.5-215.0)

Resultats (nmol/min/mg proteTna) corresponents a la mitja dels obtinguts de dues preparacions de citosol diferents.

Els resultats es van poder ajustar a I'equacié de Michaelis i Menten, tal i com es mostra en
la figura 1II-5. EI maxim d'activitat es troba a 50 uM de palmitoil-CoA, si bé aquest maxim es troba
molt proper al resultat que s'obté amb 40 uM. Utilitzant 40 uM de palmitoil-CoA, per tal que els
resultats fossin comparables als obtinguts amb els altres dos enzims, es va determinar I'activitat
de I'enzim en preséncia de BSA, de forma que la relacid entre les concentracions de palmitoil-
CoA i BSA fos variable. Els resultats obtinguts es mostren en la segiient taula:



TAULA 111-17.Acil-CoA hidrolasa citosolica.

Corba Palmitoil-CoA amb BSA a relacié variable

nmolPal-CoA/
mg BSA

40

60

80
100
120
140
160
180
200
220
240
260
360

Activitats expressades en nmolmin/mg prot (mitja dels resultats de dues preparacions de citosol)

Dels resultats es desprén que l'activitat augmenta fins arribar a uns 225-230 nmol/min/mg
prot, valor que es manté des de 120 fins a 260 nmol Pal-CoA/mg BSA. A la relacié de 360
s'observa un augment de I'activitat, que es pot explicar pel fet que hi ha molt poca quantitat de
BSA en relacié a la concentracié de substrat, i en aquest enzim ['activitat tendeix a augmentar

quan no hi ha BSA en el medi.

Activitat

106.4 ( 90.9-122.4)
157.1 (153.8-160.4)
184.4 (181.9-186.9)
196.8 (188.5-205.1)
2249 (223.3-226.6)
223.3 (216.7-230.0)
230.0 (231.6-228.3)
218.3 (206.7-230.0)
224.1 (216.7-231.5)
222.5 (215.0-230.0)
2224 (231.6-213.3)
230.0 (230.0-230.0)
2495 (248.1-251.4)
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Per determinar I'activitat de I'enzim a diferents concentracions de substrat en preséncia de
BSA es va escollir la relacié de 120 nmol de Pal-CoA/mg de BSA, per trobar-se dins del maxim

i ser la mateixa relacié utilitzada en I'estudi de les altres hidrolases. Els resultats es mostren en
la seglient taula:

TAULA 11I-18. Acil-CoA hidrolasa citosolica
Corba Palmitoil-CoA amb BSA (120 nmol Pal-CoA/mg BSA).

Pal-CoA Activitat
2.5 uM 40.1 ( 41.9- 38.3)
5 uM 77.6 ( 79.3- 76.0)
10 pM 124.6 (126.8-122.4)
15 pM 154.9 (154.4-155.5)
20 pM 178.6 (178.6-178.6)
30 pM 197.6 (201.8-193.5)
40 pM 228.3 (234.9-221.7)
50 pM 223.2 (233.2-213.3)
60 pM 215.8 (231.6-200.1)
70 uM 228.3 (231.6-225.0)
80 pM 215.0 (218.3-211.7)
160 pM 187.7 (186.9-188.6)

Resultats (nmol/imin/mg de proteTna citosblica) corresponents a fa miia dels obtinguts de dues preparacions de citosol dilerents.
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De la comparacié de les tables IIl-16 i Ill-18 es dedueix que I'activitat d’aquest enzim és
lleugerament més alta quan no hi ha BSA en el medi, si bé el maxim en cada cas es troba al
voltant de 40 - 50 uM de palmitoil-CoA.

En aquest cas, els resultats, tant en abséncia (figura lI-5) com en preséncia de BSA (figura
I1l-6) es van poder ajustar al model de Michaelis i Menten, de forma que es va passar a estudiar
I'efecte exercit pels farmacs sobre aquest enzim.

2. Efecte dels farmacs

TAULA 111-19. Efecte dels farmacs sobre I'acil-CoA hidrolasa citosdlica

Control

CFB 1 mM
CFB 5 mM
BZF 1 mM
BZF 5 mM
GFB 1 mM
GFB 5 mM

Resultats (miia de les determinacions de dues preparacions citosdliques) expressats en nmol/min/mg de proteina.

Activitat

293.6 (311.1-276.2)
291.2 (304.5-277.9)
281.2 (304.5-258.0)
286.2 (294.5-277.9)
306.0 (340.7-271.3)
295.9 (314.0-277.9)
318.3 (332.2-304.4)
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No s'observa cap efecte dels farmacs sobre I'activitat enzimatica. Per descartar que aixo fos
degut a la interferéncia de I'albumina, es va realitzar el mateix assaig sense addicionar BSA. Els
resultats es mostren en la seglent taula:

TAULA 111-20. Efecte dels farmacs sobre l'acil-CoA hidrolasa citosolica en abséncia de BSA

Activitat
Control 2935 (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 resultats (nmol/min/mg prot.) corresponen a la mitja dels obtinguts a partir de dues preparacions diferents de citosol.

Donat que en cap cas es va poder determinar el tipus d'inhibicié produida per I'acid clofibric
i els sus derivats sobre I'acil-CoA hidrolasa, i degut a la possibilitat de que aixd fos degut a la
interaccid entre el substrat lipdfil (acil-CoA) i 'entorn membrands de I'enzim, es va procedir a la
solubilitzacié de I'acil-CoA hidrolasa microsomal.
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SOLUBILITZACIO DE L'ACIL-CoA HIDROLASA MICROSOMAL

Per solubilitzar aquest enzim, segons el métode descrit per Berge (1979), els microsomes,
resuspesos en tampé HEPES 15mM, pH=7.4, MgCl, 1.5mM, DTT 0.1mM i EDTA 0.1mM, es
mesclen amb un volum igual de n-butanol saturat d'aigua, mantenint-ho en agitacio constant durant
2 minuts. La solucié obtinguda es centrifuga a 40000 rpm durant 30 minuts. La fase aquosa es
dialitza en front de 2 | del mateix tamp6 utilitzat per la resuspensié durant 24 hores a 4°C. Els
resultats de I'experiment de purificacié es mostren en la segient taula:

TAULA 111-21. Solubilitzacié de I'acil-CoA hidrolasa microsomal

Microsomes
Volum 4.4 ml
Total 90 mg
proteina
Activitat 3194.3 + 849.0
total nmol/min
Activitat 359 £ 10.4
especifica nmol/min/mg prot
Recuperacio 100%

Fraccié aquosa

5.2 ml

7 mg

21571 + 185.6
nmol/min

304.1 £ 16.6
nmol/min/mg prot

67.5%

Amb I'enzim solubilitzat, es va realitzar un experiment comprovant que els percentatges
d'inhibicié produits per clofibrat, bezafibrat i gemfibrozil sén molt similars als obtinguts per I'enzim

unit a membrana microsomal.

Finalment, es va estudiar la cinética de la inhibici6 de I'acil-CoA hidrolasa microsomal
solubilitzada pel gemfibrozil. Els resultats obtinguts es mostren en la seglent taula:



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

Pal-CoA Control + GFB 0.25mM + GFB 0.5mM
5uM 59.2 344 21.4
(55.1-63.4) (34.2-34.7) (18.7-24.2)
10 uM 1291+ 6.3 685+ 58 40.2
(38.6-41.9)
15 uM 167.4 £ 11.0 80.7 £ 12.3 421
(36.4-47.9)
20 uM 2014+ 95 102.7 + 129 62.8
(59.5-66.1)
25 uM 2290+ 29 1113+ 96 64.4
(62.8-66.1)
30 uM 263.1 + 14.8 1216 + 15.3 65.5
(65.0-66.1)
40 uM 306.7 + 16.0 1321 + 183 68.3
(68.3-68.3)
60 uM 333.3 £ 23.0 1334 £ 20.1 65.8
(62.8-68.8)
80 uM 343.7 + 26.7 129.1 + 20.0 61.3
(61.1-61.5)
100 uM 2915 + 18.1 084+ 28 52.9
(52.9-53.0)

Els resultats (nmols/min/mg prot.) corresponen a la mitja de valors de dues o tres preparacions microsomals + F'arror standard.

Aquests resultats s'ajusten a 'equacié de Michaelis i Menten, com s'observa en les Figures
ll-7-A, -7 B i NI-7-C. La Figura lil-8 correspon a la representacié de Lineweaver i Burk dels
mateixos resultats. Els parametres cinétics obtinguts son:
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TAULA 111-23. Constants cinetiques aparents
(acil CoA hidrolasa microsomal solubilitzada)

Control + GEM 0.25mM + GEM 0.5mM
K. ap 285 18.2 125
Ve ap 470.0 180.6 83.7

S'observa que I'addicié de concentracions creixents de gemfibrozil, produeix una disminucié
en la V,,, i també, encara que no tan pronunciadament, en la K. Per tant, l'increment en el
pendent causat per la disminucié en la V,,, queda compensat parcialment per la disminucié del
pendent deguda a lincrement en I'afinitat.
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Com ja sha esmentat a la part tedrica, existeixen nombrosos interrogants sobre els
mecanismes pels quals els compostos anomenats genéricament "proliferadors peroxisdmics”, entre
els que s'inclouen la majoria de farmacs utilitzats en el tractament de les hiperlipoproteinémies,
produeixen el seu efecte.

La present meméria estd inclosa dins un projecte més ampli on es pretén clarificar els
possibles mecanismes pels quals aquests farmacs exerceixen el seu efecte hipolipemiant a través
de l'estudi dels seus efectes sobre diversos sistemes enzimatics responsables de la sintesi
hepatica dels acids grassos.

Les activitats enzimatiques que es pretén avaluar vénen indicades a I'esquema (5).

En concret, en aquest treball, s’ha estudiat I'efecte "in vitro" de I'acid clofibric, bezafibrat i

gemfibrozil sobre els seglients sistemes enzimatics:

- Enzims de localitzacié citosolica

- Enzim escissor del citrat

- Malat deshidrogenasa

- Enzim malic

- Glucosa 6-fosfat deshidrogenasa

Els tres primers, pertanyen al grup d'enzims que possibiliten la sortida de I'acetil-CoA (substrat
de la sintasa citosolica) de la mitocondria al citosol. Com s'observa en les taules I-4, I-5, 16 i
I-7 només I'enzim malic resulta lleugerament inhibit “in vitro" pels tres farmacs assajats. La
magnitud d'aquesta inhibicié a concentracions suprafisiologiques fa dubtar que aquest fenomen
tingui trascendéncia "in vivo".



Per altra banda, I'enzim malic i la glucosa 6-fosfat deshidrogenasa sén els enzims que
proporcionen els equivalents reductors en forma de NADPH necessaris pel funcionament de I'acid
gras sintasa citosdlica. L'enzim malic és important sobre tot en els adipdcits, perd la principal font
de NADPH en els hepatdcits és la glucosa 6-fosfat deshidrogenasa (Lehninger).

Aquest enzim resulta fortament inhibit “in vitro" per I'acid clofibric, bezafibrat i gemfibrozil, sent
I'ordre de poténcia inhibitéria GFB > BZF > CFB.

Estudis "in vivo" realitzats Ginicament amb clofibrat, mostren profundes discrepancies respecte
I'efecte produit: en alguns estudis I'activitat de la glucosa 6-fosfat deshidrogenasa s'ha vist
incrementada, en altres disminuida, i en altres no ha resultat afectada pel tractament semicronic
amb clofibrat ( Tosh i col., 1989 ). Per tant no es pot establir cap relacié entre els efectes "in vivo"
i "in vitro" d'aquests farmacs sobre la glucosa-6-fosfat deshidrogenasa.

En un futur es preveu estudiar més a fons I'efecte "in vivo" i "in vitro" de tots tres farmacs
sobre la glucosa 6-fosfat deshidrogenasa per tal de realitzar estudis comparatius i determinar amb
exactitud I'efecte produit.

- Enzims microsomals
- Cadenes de transport electronic
. NADH-citocrom ¢ reductasa
. NADH-citocrom b, reductasa

. NADPH-citocrom ¢ reductasa

- Acil-CoA hidrolasa
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Esquema 5
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Cadenes de transport electronic microsomal

Les cadenes de transport electrdnic microsomal ténen un importantissim paper fisioldgic,
doncs vehiculitzen electrons des del NADH i el NADPH cap a nombroses reaccions metaboliques,
algunes d’elles de gran rel.levancia en el procés de sintesi dels acids grassos poliinsaturats en el
fetge i altres teixits, per exemple elongacié i desaturacié ( Nagi i col., 1989 ).

En concret s'han avaluat les activitats NADH-citocrom b, reductasa i NADPH-citocrom P-
450 reductasa utilitzant com a acceptors artificials dels electrons el ferricianur potassic i el
citocrom ¢ respectivament. Per altra banda s'ha determinat I'activitat conjunta del sistema NADH-
citocrom b, reductasa i del citocrom b,, activitat que globalment s'anomena NADH-citocrom ¢
reductasa, utilitzant també com a acceptor artificial el citocrom c.

De les tres activitats esmentades, I'addicié d'acid clofibric, bezafibrat i gemfibrozil al medi
d'incubacié només afecta el sistema NADH-citocrom ¢ reductasa ( Taules I-1, I-2 i I-3 ), resultant
en un important increment en la seva activitat especifica. Aixi, treballant a 100 pg de proteina
microsomal/ml, es produeixen incerments en l'activitat enzimatica del 21%, 29% i 95%, per I'acid
clofibric, bezafibrat i gemfibrozil respectivament, tots ells a la concentracié de 5 mM.

Cal destacar que I'ordre de poténcia estimuladora dels tres farmacs esmentats ( GFB > BZF
> CFB ) es correspon amb l'ordre de potencia terapéutica que manifesten aquests farmacs en el
tractament de les hiperlipoproteinémies ( Todd i Ward, 1988 ).

L'efecte estimulador que produeixen aquests farmacs sobre el sistema NADH-citocrom ¢
reductasa és degut a una interaccié directa farmac-enzim, fet que es demostra quan a l'addicionar
els farmacs en preséncia de NADH i citocrom ¢ i en abséncia de proteina microsomal, s'obté una
activitat nul.la.

Altres caracteristiques de I'efecte estimulador observat son la reversibilitat ( Taula II-5 ), i la
independéncia del temps d'incubacié ( Taula II-1 ) i de la quantitat de proteina microsomal en
lintérval de concentracions assajat (25-150 pg/ml) ( Taula II-2 ).
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En canvi, s'observa una estricta dependéncia entre el grau d'estimulacié produit i la
concentracié de farmac present ( Taula II-4 ).

Donat que en les nostres condicions de treball la maxima concentracié de gemfibrozil que es
pot assolir en el medi dincubacié és de 5§ mM, és practicament impossible determinar
experimentalment I'efecte maxim produit pel farmac. Per solventar aquest problema s’ha utilitzat
I'analisi de Scatchard, segons el métode aplicat per Kokarek i col. (1989), que ens permet deduir
un valor d'estimulacié maxima del 295% (assignant un 0% d'estimulacié als valors control) i una
CE,, de 9.5 mM pel gemfibrozil. A pesar de que aquest valor excedeix les concentracions maximes
assolides en plasma després del'administracié terapéutica d'aquest farmac (0.06-0.1 mM) ( Todd
i Ward, 1988 ), es dona la circumstancia de que aquest farmac és l'unic dels 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 I'administracié
d'acid clofibric al 0.5% p/p durant una setmana produeix una disminucié en l'activitat NADH-
citocrom ¢ reductasa, sense que resulti afectada la NADH-citocrom b, reductasa ni els nivells de
citocrom b,. Aquesta aparent contradiccié entre els resultats "in vivo" i "in vitro" pot ser deguda al
métode (administracié semicronica o incubacié durant uns minuts) o a la manifesta diferéncia de
poténcia farmacologica entre clofibrat i gemfibrozil. En qualsevol cas, seria necessari efectuar
tractaments "in vivo" amb els tres farmacs per tal de fer un estudi comparatiu dels efectes.

L'estudi cinétic de I'efecte estimulador del gemfibrozil sobre el sistema NADH-citocrom ¢
reductasa es va realitzar en primer lloc mesurant I'activitat enzimatica en preséncia de diferents
concentracions de citocrom ¢ ( Taula 116 ). L'andlisi dels resultats pel métode de Lineweaver i
Burk (figura 11-2) 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 pel control
respecte 2299 nmol/min/mg en preséncia de GFB 3 mM ). Aquests resultats permeten deduir que
el gemfibrozil facilita la transferéncia d'electrons del citocrom b, reduit al citocrom c.
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Quan es manté fixa la concentracié de citocrom ¢ i es varia la de NADH es produeix no
només un increment en la v, aparent ( 1245 nmol/min/mg pels valors control respecte 2043
nmol/min/mg en preséncia de GFB 3 mM ), siné 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 disminucié de I'afinitat de! sistema
pel NADH.

Donat que el gemfibrozil no afecta I'activitat NADH-citocrom b, reductasa, és Iogic pensar que
el farmac no actua a nivell de la transferéncia d'electrons del NADH a la flavoreductasa.
L'augment de la k,, aparent pel NADH indicaria, en canvi, que el gemfibrozil dificulta el pas dels
electrons des de la reductasa al citocrom b,. Aquesta dificultat es veu superada en preséncia de
citocrom ¢ degut a l'increment del flux d'electrons del citocrom by a I'acceptor artificial.

Per altra banda, es pot descartar que l'efecte sigui degut a una modificacié directa del
citocrom ¢, doncs I'activitat NADPH-citocrom ¢ reductasa, on els electrons flueixen directament de
la flavoproteina a I'acceptor artificial, no es veu afectada per I'addici6 del farmac.

Es coneix amb forga certesa que la transferéncia d'electrons entre el citocrom b, | altres
proteines, com el citocrom ¢ i les dues flavoreductases microsomals, té lloc per acoblament de
carregues complementaries entre dominis positius d'aquestes proteines i la superficie anionica del
citocrom b, ( Dailey i col., 1980; Tamura i col., 1988 ). Donat que I'acid clofibric i els seus derivats
s'han utilitzat en la seva forma anidnica, és possible que els efectes observats siguin deguts a una
interaccié dels farmacs amb el citocrom b, que d'alguna manera produis una reorganitzacié de
I'acoblament de carregues.

Per altra banda, I'acid clofibric, bezafibrat i gemfibrozil ténen molta avidesa per unir-se a les
proteines, de forma que les diferéncies de potencia que existeixen entre ells podrien adscriure's
no solament a l'interaccié de carregues siné també a les diferents afinitats d'unié amb el citocrom
b,.
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Acil-CoA hidrolasa

En el felge de rata existeixen tres acil-CoA hidrolases diferents: una de localitzacié
microsomal, la segona localitzada en la matriu mitocondrial, i la tercera citosolica ( Miyazawa i col.,
1981 ).

Donat que, en principi, '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 I'efecte de I'acid clofibric,
bezafibrat i gemfibrozil sobre la seva activitat.

Com s'observa en la taula |-8, I'addicié d'aquests farmacs provoca una marcada inhibicié de
la palmitoil-CoA hidrolasa microsomal. La inhibicié produida és depenent de la concentracié de
farmac addicionat al medi d'incubacié, sent les Cl,, :

- 2.85 mM per I'acid clofibric
- 0.97 mM pel bezafibrat
- 0.15 mM pel gemfibrozil

Cal esmentar que la Cl, pel gemfibrozil es troba dins els limits de concentracié que
s'assoleixen en el plasma huma després de I'administracié de dosis terapéutiques d'aquest farmac
( 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 poténcia inhibitoria d’aquests farmacs sobre I'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 dels tres farmacs assajats, es va procedir a
estudiar la inhibicié produida per aquest farmac, que es caracteritza per ser reversible ( Taula llI-
4 ), i independent del temps d'incubacié ( Taula lll-1 ) i de la quantitat de proteina microsomal
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present en el medi d'incubacid, en l'intérval de concentracions assajat (25-100 pg/ml) , com es
mostra en la Taula lll-2.

L'estudi de les caracteristiques cinétiques de la inhibicié de I'acil-CoA hidrolasa pel gemfibrozil
va presentar moltes dificultats. En la Taula lll-5, es mostren les activitats d'aquest enzim en
abséncia i en preséncia de dues concentracions de gemfibrozil per a diferents concentracions de
palmitoil-CoA. Aquests resultats s'han obtingut en preséncia d'una quantitat fixa (40 uM) de BSA
en el medi d'incubacio. Les dades obtingudes presenten un comportament lleugerament sigmoidal,
de forma que no poden ajustar-se al model de Michaelis i Menten, resultant impossible el calcul
de les constants cinétiques i la determinacid del tipus d'inhibicié produit.

Aquestes desviacions del model de Michaelis i Menten son freqlients en enzims integrats o
associats a membrana que utilitzen lipids amfipatics 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 concentracié micel.lar
critica (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 dificil precisar la concentracié real de
substrat que utilitza I'enzim.

Per altra banda, en moltes situacions, com és el cas de l'acil-CoA hidrolasa, les formes
micel.lars del substrat actuen com a inhibidors de I'activitat enzimética ( Berge i col., 1981 a ). A
més, existeix I'agravant de que la CMC, per sobre la qual comencen a formar-se les micel.les in-
hibitories, resulta dificil de determinar, doncs depén del pH, forga ionica i temperatura del medi on
es froba disolt ( Berge i col., 1981 a ).

Una dificultat addicional la constitueix el fet que el palmitoil-CoA, aixi 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 aixi els enzims integrants o
associats a elles ( Zahler i col., 1969 ).

Per sota la CMC, I'acil-CoA hidrolasa microsomal purificada presenta comportament michaelia
( Berge i col., 1981 b ). Per aixd molts cops s'addiciona BSA al medi d'incubaci6, doncs aquesta,
a l'unir-se a una gran proporcié del palmitoil-CoA present, incrementa artificialment la CMC
d'aquest, permetent treballar a concentracions altes de palmitoil-CoA sense que es formin micel.les

152



inhibitories ( Gatt i col., 1977 ). L'addicié de BSA s'ha de fer, perd, a una relacié optima entre les
concentracions de palmitoil-CoA i de BSA. Si es treballa per sota d'aquesta relacié optima, la BSA
competeix efectivament amb I'enzim pel substrat present, dificultant aixi la reaccié enzimatica.
Tampoc és convenient superar aquesta relacid, doncs llavors la BSA esta completament saturada
i 'excés de palmitoil-CoA es tradueix en la formacié de micel.les inhibitories.

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

En primer lloc, es va determinar I'activitat enzimatica en front de concentracions creixents de
substrat en abséncia de BSA ( Taula lll-6). Es va trobar que el maxim d'activitat es produia a la
concentracié 40 uM de paimitoil-CoA. A concentracions més altes de substrat, I'activitat de I'enzim
disminuia, probablement degut a I'efecte inhibitori de les micel.les.

Donat que I'activitat maxima del'enzim depen de la relacié de concentracions de palmitoil-
CoA i BSA ( Berge, 1979 ) es va valorar quina era la relacié optima. Per fer-ho, es va determinar
I'activitat de I'acil-CoA hidrolasa en preséncia de BSA, utilitzant una concentracié fixa (40 uM) de
palmitoil-CoA. Els resultats (Taula lll- 7) mostren que el maxim d'activitat s'obté entre 100 i 160
nmol Pal-CoA/mg BSA. Com a relacié optima es va escollir 120 nmol Pal-CoA/mg BSA, per ser
aquesta la descrita a la bibliografia ( Berge, 1979; Berge i Farstad, 1981 ) i la que haviem utilitzat
en els estudis inicials.

Per (litim es va determinar I'activitat de I'enzim a diferents concentracions de substrat,
mantenint per cadascuna d'elles la relacié 120 nmol Pal-CoA/mg BSA ( Taula lli-8 ). En aquestes
condicions s'observa que el maxim d'activitat es produeix a una concentracié més alta de palmitoil-
CoA (60 uM), degut a que en preséncia de BSA , per una mateixa quantitat de substrat
addicionat, la quantitat de monomer lliure disponible per I'enzim és menor. Malauradament, inclis
en aquestes condicions Optimes continua sent impossible I'ajust dels resultats al model de
Michaelis i Menten.
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Per altra banda, encara que en abséncia de BSA els percentatges d'inhibicié produits pels
tres farmacs sén practicament identics als obtinguts en preséncia de BSA ( comparar la Taula Ill-
9 amb les taules IlI-3 A, B i C ), tampoc els resultats obtinguts en abséncia de BSA s'ajustaven
al model michaelia.

Cal destacar que les condicions idonies per la valoracié de I'acil-CoA hidrolasa microsomal
i mitocondrial son les mateixes que les descrites en la bibliografia pels mateixos enzims purificats.

Degut a les dificultats que presentava I'estudi de les propietats cinétiques de I'acil-CoA
hidrolasa microsomal, es va decidir estudiar I'efecte dels farmacs sobre I'enzim mitocondrial. Com
en el cas anterior, I'addicié d'acid clofibric, bezafibrat i gemfibrozil al medi d'incubacié té un efecte
inhibitori sobre I'acil-CoA hidrolasa mitocondrial, efecte que és depenent de la concentracié de
farmac addicionat. Les Cl, per cadascun d'ells sén:

- 1.49 mM per I'acid clofibric
- 0.58 mM pel bezafibrat
- 0.13 mM pel gemfibrozil

De la comparacié de les Cl,, dels tres farmacs per les dues hidrolases estudiades es desprén
que I'enzim mitocondrial és més sensible a 'accié d'aquests farmacs, sobre tot a la de I'acid
clofibric i del bezafibrat ( Cl,, per I'enzim microsomal de 2.85 mM i 0.97 respectivament).

En l'estudi de la cinética de la inhibicié de I'acil-CoA hidrolasa mitocondrial es van obtindre
resultats molt similars als obtinguts amb I'enzim microsomal: Concentracié optima de palmitoil-CoA
en absencia de BSA de 40 uM ( Taula lIl-12 ), relacié Pal-CoA/BSA de 120 nmol Pal-CoA/mg
BSA ( Taula I1l-13 ) i concentracié optima de palmitoil-CoA en preséncia de BSA de 40-60 pM (
Taula 1lI-15 ).

La coincidéncia dels resultats és deguda a que a pesar de que son enzims diferents ( Berge
i col., 1981 b ) el seu substrat comu (palmitoil-CoA) té un comporatment molt semblant en un medi
membrands similar. L'Gnica diferéncia observada és que en aquest cas, 'addicié de BSA produeix
un descens en el percentatge d'inhibicié ( comparar les taules Ill-15 amb les taules Ill-11 AB i C).
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De totes formes, les dades obtingudes tampoc van ajustar-se al model de Michaelis i Menten,
ni tant sols a les condicions idonies trobades.

Donada la similitud dels resultats obtinguts amb les dues acil-CoA hidrolases de membrana,
es va decidir estudiar I'efecte de I'acid clofibric, bezafibrat i gemfibrozil sobre una acil-CoA
hidrolasa citosdlica. Per fer aquest estudi es va escollir I'acil-CoA hidrolasa de citosol de cervell,
per les seglents raons:

- en condicions normals, I'activitat de I'acil-CoA hidrolasa citosolica hepéatica és molt baixa,
en tant que la de localitzacié cerebral té una activitat molt elevada (5 o 10 vegades superior a la
de I'enzim microsomal ).

- L'administracié de proliferadors peroxisomics en forma semi-cronica fa que s'indueixin en
el citosol hepatic dues formes de I'acil-CoA hidrolasa, anomenades hidrolases | i Il ( Kawashima
i col., 1982; Kawashima i col., 1983; Katoh i col., 1987 ). La forma |, que sembla ser la forma
nativa, present en el fetge no induit, no es diferencia en quant a pes molecular, propietats
cinétiques i estabilitat térmica de I'acil-CoA hidrolasa citosolica de cervell ( Katoh i col., 1987 ).

A ligual que en els altres dos cassos, es va fer un estudi per determinar les
condicions idonies per la valoracid de l'activitat de I'enzim. En abséncia de BSA, la maxima
activitat s'obté a 50 puM de palmitoil-CoA (Taula Ill-16). Per tal que els resultats fossin
comparables, als obtinguts amb els anteriors enzims, i donat que la diferéncia entre les activitats
obtingudes a 40 i a 50 uM de paimitoil-CoA és minima ( 238 i 247 nmol/min/mg de proteina
respectivament), es va escollir 40 uM com a concentracid idonia.

De la Taula Ill-17 es desprén que la relacié optima 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 idonia la relacié de 120 nmol Pal-CoA/mg BSA. En
aquest cas, perd no té massa sentit parlar de relacié optima, doncs 'addicié de BSA provoca una
disminucid en I'activitat de I'enzim (comparar Taules III-16 i lll-18) probablement degut a deplecié
del substrat, resultats que concorden amb els obtinguts per Miyazawa i col. (1981) sobre la hidro-
lasa citosolica hepatica induida per clofibrat.
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El comportament cinétic de I'acil-CoA hidrolasa citosdlica va ser completament diferent al dels
enzims de membrana, doncs les dades, tant en abséncia com en preséncia de BSA, es van
ajustar perfectament a I'equacié de Michaelis i Menten.

Malauradament, perd, en cap de les dues situacions es va detectar variacié en I'activitat
enzimatica a I'addicionar els farmacs al medi d'incubacio ( Taules 1lI-19 i 1I-20 ).
L'acid clofibric, bezafibrat i gemfibrozil sdn, doncs, inefectius com a inhibidors de I'acil-CoA
hidrolasa citosolica.

Es interessant destacar la correlacid 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, Unic d'aquests farmacs amb el que s'han realitzat estudis
exhaustius. Aixi, I'administracié semicronica de clofibrat en la dieta ( 0.3% p/p durant 10 dies )
produeix en els animals tractats una disminucio en ['activitat acil-CoA hidrolasa microsomal i
mitocondrial { almenys en la fraccié corresponent a les mitocondries pesades ). En canvi 'acil-
CoA hidrolasa citosolica, que, com acabem de veure, és I'nica que no resulta inhibida "in vitro",
sofreix "in vivo" un increment enorme en la seva activitat, probablement per una resposta de
compensacié cel.lular ( Berge i col., 1981; Mentlein i col., 1986 ). Donat que I'acid clofibric és
l'nhibidor menys potent dels tres farmacs assajats, seria interessant efectuar estudis "in vivo"
similars als citats amb bezafibrat i gemfibrozil.

Tenint en compte que la cinética de I'acil-CoA hidrolasa citosolica s'ajusta al model de
Michaelis i Menten, i les de les hidrolases de membrana no, es va pensar que la distorsié respecte
el model michaelia podia ser deguda a la influéncia de I'entorn membrands. Per aquest motiu es
va procedir a la solubilitzacié de I'enzim microsomal segons el métode de Berge (1979). Al tractar-
se d'un enzim associat a membrana, no integrat en la mateixa, és facil solubilizar-lo sense que
es desnaturalitzi i perdi activitat.

Un cop solubilitzat, i havent comprovat que I'efecte inhibidor dels farmacs es mantenia en els
mateixos percentatges, es va determinar lactivitat de I'enzim a concentracions creixents de
palmitoil-CoA (relacié 120 nmol Pal-CoA/mg BSA) en abséncia i en preséncia de dues con-
centracions diferents de gemfibrozil (0.25 i 0.5 mM).
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En aquest cas els resultats ( Taula lll-22 ) es van poder ajustar a I'equacié de Michaelis i
Menten. Sembla ser, doncs, que la desviacié del comportament michaelia pot ser deguda a la
interferéncia que suposa la interaccid entre el substrat lipofil | I'entorn lipidic de la membrana.

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

E+S

ES b E 4. P

+ +

<l

El + S&=—= ES|—EI+P

ok, BK,

E: enzim
P:producte
I inhibidor

ES

K, =—— (Constant de dissociacié del complex ES)
ES

E I
K =—— (Constant de dissociacié del complex El)
El

K, = Constant de velocitat de formacié de producte



L'analisi de Lineweaver i Burk de les dades obtingudes amb I'acil-CoA hidrolasa solubilitzada
mostra rectes que es creuen en un punt per sota l'eix d'abscisses (Figura III-8).
Al calcular les constants cinétiques, es va trobar que I'addicié de gemfibrozil al medi d'incubacié
provocava la disminucié tant de la K, com de la V,,, aparents.Es tracta, doncs, d'una inhibicié de
tipus mixte.

La disminucié de la Ko vol dir que I'afinitat del complex El pel substrat és major que la de
enzim E (o < 1).

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

- a que la productivitat del complex EIS sigui menor que la del complex ES (8 < 1).
- a que el complex ESI no sigui productiu (8 = 0)

En el primer cas, es tractaria d'una inhibicié hiperbdlica mixta (e < 1, 8 < 1). Donat que el
complex ESI pot formar producte, la velocitat de la reaccié si ens trobéssim en aquest sistema mai
podria fer-se zero, per molt que s'incrementés la concentracié d'inhibidor.

En canvi en el segon cas (inhibicié mixta linear), la preséncia d'una concentracié suficientment
elevada d'inhibidor, pot conduir a I'anul.lacié total de I'activitat enzimatica.

El fet que els resultats mostrats en la taula |-8 indiquen que el gemfibrozil, a una concentracié
de 5 mM i en preséncia de la mateixa quantitat de proteina utilitzada en la valoracié de les
caracteristiques cinétiques, produeix una inhibicié practicament total (99.3%) fa pensar que ens
trobem davant d'una inhibicié de tipus no competitiu, mixte i linear .

Per (ltim, destacar que sempre que hem trobat un efecte farmacologic, I'ordre de poténcia
pels tres farmacs estudiats és el mateix ( GFB> BZF > CFB ), identic a l'ordre de poténcia
terapéutica en la seva utitlitzacié en clinica humana. Encara que és massa aviat per treure
conclusions i falten encara moltes activitats enzimatiques per estudiar, aixi com la realitzacio de
l'estudi comparatiu de les activitats "in vivo" dels tres farmacs, aquesta coincidéncia sembla indicar
que ens trobem en un cami adequat.
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CONCLUSIONS



A. Cadenes de transport electronic microsomal

1. De les fres activitats enzimatiques estudiades ( NADH-citocrom b, reductasa, NADPH-
citocrom c reductasa i NADH-citocrom ¢ reductasa), només aquesta darrera resulta afectada
per l'addicié de I'acid clofibric i els seus derivats bezafibrat i gemfibrozil al medi d'incubacié,
produint-se una estimulacié de I'activitat enzimatica. L'ordre de poténcia per a aquest efecte és
GFB > BZF > CFB.

2. L'estimulacié de I'activitat NADH-citocrom ¢ reductasa no depén ni del temps d’incubacié
ni de la concentracié de proteina microsomal present en el medi d'incubacié en I'escala de
concentracions assajada (25-150 pg/ml), és reversible i mostra una estricta dependencia de la
concentracié de farmac present.

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

3. El fet que I'activitat NADH-citocrom b, reductasa no resulta modificada indicaria que el pas
dels electrons de la flavoreductasa al citocrom ¢ no es veu afectat pel farmac. Per altra banda,
I'estimulacié tampoc sembla ser deguda a una modificacié directa del citocrom ¢, doncs I'activitat
NADPH-citocrom ¢ reductasa no es veu afectada per l'addicié d'aquests farmacs al medi
d'incubacié.

Per tant, possiblement I'unic punt on aquests poden actuar és modificant el flux d'electrons
a través del citocrom b .
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4. L'addicié de concentracions creixents de gemfibrozil provoca un increment en la v, i en
la k,, aparents pel NADH. En canvi, pel citocrom ¢ només s'incrementa la v, aparent, en tant
que la k, no varia. Hipotéticament, aix¢ pot significar que el farmac dificulta el pas dels electrons
des de la reductasa fins al citocrom b, i al mateix temps incrementa el flux electronic des d'aquest
fins l'acceptor artificial, el citocrom ¢. En el sistema en conjunt predominaria aquest efecte,
manifestant-se el fenomen d'estimulacié.

B. Acil-CoA hidrolasa

1. S'ha pogut demostrar que les condicions optimes de valoracié de les hidrolases microsomal
i mitocondrial (40 uM de palmitoil-CoA, 120 nmol Pal-CoA/mg BSA) sén idéntiques a les
establertes per les formes purificades d'aquests enzims.

2. L'activitat acil-CoA hidrolasa resulta inhibida per I'addicié d'acid clofibric, bezafibrat i
gemfibrozil al medi d'incubacié. Aquests farmacs mostren una selectivitat d'accié en front les
diferents hidrolases estudiades, en l'ordre acil-CoA hidrolasa mitocondrial > microsomal >
citosolica. Aquest darrer enzim practicament no resulta afectat.

3. La inhibicié de I'acil-CoA hidrolasa microsomal pel gemfibrozil és reversible, no depen del
temps d’incubacié ni de la quantitat de proteina microsomal present (25-150 pg/ml), i
manifesta una relacié estricta entre la concentracié de farmac i el grau d'inhibicié assolit. Les Cly,
pels tres farmacs estudiats son:

- 2.85 mM per I'acid clofibric
- 0.97 mM pel bezafibrat
- 0.15 mM pel gemfibrozil

L'ordre de poténcia inhibitoria és GFB > BZF > CFB.
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4, L'ordre de poténcia inhibitoria per I'acil-CoA hidrolasa mitocondrial és el mateix que per

I'enzim microsomal, presentant les seglents Cl,, :

- 1.49 mM per I'acid clofibric
- 0. 58 mM pel bezafibrat
- 0.13 mM pel gemfibrozil

5. Cal destacar que la Cl, del gemfibrozil per les acil-CoA hidrolases microsomal i
mitocondrial es troba dins els valors de concentracid maxima plasmatica assolida per aquest
farmac en la seva administracié en clinica humana.

6. La solubilitzacié de I'acil-CoA hidrolasa microsomal permet evidenciar que I'efecte inhibidor
és degut a una interaccié directa farmac-enzim, no a un efecte inespecific sobre la membrana,
doncs l'inhibicié persisteix inclus després d'alliberar I'enzim del seu entorn membrands.

7. L'ajust a la cinética michaeliana que s'aconsegueix al solubilitzar I'enzim, permet determinar
els valors de les constants cinétiques aparents v, i k., les quals disminueixen en preséncia de
gemfibrozil. Els resultats obtinguts permeten suposar que la inhibicié és de tipus no competitiu,
lineal i mixte.

C. Enzims citosolics

S'ha estudiat I'efecte de I'acid clofibric, bezafibrat i gemfibrozil sobre les seglents activitats
enzimatiques:

- Enzim escissor del citrat
- Malic deshidrogenasa

- Enzim malic

- Glucosa 6-fosfat deshidrogenasa
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Els farmacs assajats provoquen una inhibicié de les activitats de I'enzim malic i , amb una
major intensitat, de la glucosa 6-fosfat deshidrogenasa, sent I'ordre de poténcia inhibitoria GFB
> BZF > CFB.

Finalment, destacar el fet que per tots els efectes descrits I'ordre de poténcia farmacologica
( GFB > BZF > CFB ) és idéntic a 'ordre d’efectivitat clinica en la seva aplicacié terapéutica.
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