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DISCUSIÓN





PARÁMETROS NO ENZIMATICOS Y fi-OXIDACION
PEROXISÓMICA

Como ya se ha expuesto en el capítulo V de la parte teórica, los

fármacos estudiados en este trabajo, clofibrato (CFB), bezafibrato (BFB) y

gemfíbrozilo (GFB) son moléculas hipolipemiantes pertenecientes al grupo de

los proliferadores peroxisómicos (Moody y col., 1992). La proliferación

peroxisómica se caracteriza por una gran selectividad de especie, siendo la

rata y otros roedores muy sensibles a este fenómeno, mientras que otras

especies, como el cobaya o incluso el hombre, son refractarios a él (Driven y

col., 1993). Es por ello que en este trabajo se han realizado estudios paralelos

en rata y cobaya cuya comparación puede ayudar a discernir los efectos de los

fármacos que son meramente consecuencia de la inducción peroxisómica, y

que, por tanto, deberían tener escasa relevancia en el hombre, de las acciones

independientes de la actividad proliferadora de los fibratos.

Las dos manifestaciones típicas del fenómeno de la inducción

peroxisómica son:

- la hepatomegalia, debida a fenómenos de hipertrofia e hiperplasia

(Bien y Lhuguenot, 1993)

- la inducción de una serie de actividades enzimáticas, entre las cuales

se consideran los más importantes marcadores de proliferación peroxisómica

la inducción del citocromo P450IVA1 (Driven y col., 1993) y la del sistema de

B-oxidación peroxisómica (Reddy y Lalwani, 1983). Según nuestra

información, solamente Baumgart y col. (1990) han descrito un compuesto, el

BM 15766, capaz de producir proliferación peroxisómica sin inducir la B-

oxidación peroxisómica.

Tanto la actividad B-oxidación peroxisómica como el tamaño relativo del

hígado se han incrementado de manera muy significativa en las ratas

tratadas con fibratos (Tablas y Figuras 3.2 (a y b) y 1.4 (a y b)). En cambio,
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ninguno de los dos parámetros ha experimentado modificación tras el

tratamiento de cobayas con GFB (ver punto 3.2). Esto, y los resultados

obtenidos en la electroforesis del primer sobrenadante de la centrifugación del

homogenado hepático, confirma la baja o nula sensibilidad de los cobayas a

la inducción peroxisómica. El hecho de que la inducción de la B-oxidación

peroxisómica in vivo sólo se manifiesta en rata indica que la proliferación

peroxisómica no constituye una respuesta adaptativa del organismo a la

inhibición de este sistema enzimático producida por los fibratos in vitro (Tabla

2.2), ya que ésta tiene lugar tanto en ratas como en cobayas.

Aunque algunos autores (Lazarow y col., 1982) han descrito que el

incremento en la B-oxidación puede tener lugar en ausencia de hepatomegalia,

se ha encontrado una correlación estadísticamente significativa entre la

hepatomegalia, expresada como relación de pesos hígado/cuerpo y la B-

oxidación peroxisómica en rata en los dos períodos de tratamiento (I y II). Las

regresiones obtenidas presentan altos coeficientes de correlación (período I:

y=0.071 (±0.004) x + 5.275 (±0.091); r^O.659; p<0.001; n=149) período II:

y=0.068(±0.004) x + 5.711(±0.089); r^O.664; p<0.001; n=147), que indican que

la hepatomegalia es consecuencia, como mínimo en un 66 %, de la

proliferación peroxisómica.

Si bien el incremento en ambos parámetros parece iniciarse de manera

coordinada, la evolución temporal no es exactamente la misma, dado que los

máximos se sitúan en el día 7 para la inducción de la B-oxidación

peroxisómica, y en el día 4 para la hepatomegalia. Dado que el incremento en

las actividades enzimáticas requiere todo un proceso de inducción de la

transcripción y traducción de los genes correspondientes (Reddy y col., 1986),

es lógico que el máximo de actividad enzimática se produzca de manera más

tardía.
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Correlación entre hepatomegalia y fi-oxidación en ratas del período I. y=0.071 (±0.004)
x + 5.275 (±0.091); r^O.659; p<0.001; n=149.(o)Control, (O9CFB, (A)BFB, (0)GFB.

El orden de potencia proliferadora peroxisómica es BFB>CFB>GFB,

coincidiendo con el orden hallado en la literatura (McGuire y col., 1991).

Aunque algunos autores sostienen que la única relación entre la estructura

química y la capacidad proliferadora es la presencia de una función acídica

(Boie y col., 1993), otros postulan también la importancia de la halogenación

de la molécula (McGuire y col., 1991). Asumiendo esta hipótesis, podría

atribuirse la menor potencia como inductor peroxisómico que presenta el GFB

a la falta de halogenación de su molécula, a diferencia de CFB y BFB. En

particular, los compuestos con un átomo de Cl en la posición 4 del anillo

aromático, característica compartida por CFB y BFB, se consideran mejores

inductores peroxisómicos que sus análogos no halogenados o fluorados
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(Esbenshade y col., 1990), que presentan menor lipoñlicidad (Kokuza y col.,

1991).

Se ha valorado, para cada período de tratamiento, el incremento

ponderal diario de los animales. En ambos períodos, I y II, se ha detectado un

menor incremento ponderal de las ratas tratadas respecto a las controles

(Tablas 1.1.a y l.l.b). El efecto detectado no puede ser debido a diferencias

en los pesos iniciales de las ratas, dada la extrema homogeneidad de los

mismos. Esta diferencia no ha sido descrita hasta el momento, por lo que

nosotros sabemos, en la literatura. Así, McGuire y col. (1991), utilizando una

cepa de ratas distinta y una menor dosis de BFB, indica una evolución

ponderal similar en los grupos control y tratado. Sin embargo, las diferentes

características de este estudio hacen difícil su comparación con el nuestro.

Existen referencias acerca de otro proliferador peroxisómico no relacionado

estructuralmente con los fibratos, el ácido perfluorodecanoico, en que se

describen reducciones en el incremento ponderal de las ratas tratadas (Davis

y col., 1991). Recientemente se ha publicado un estudio en que se indica que

otros proliferadores peroxisómicos similares al anterior, el ácido

perfluorooctanoico y su derivado sulfónico, producen pérdida de peso en

ratones tratados con estos compuestos (Sohlenius y col., 1993).

Las pérdidas de peso detectadas en ratas tratadas con ácido

perfluorodecanoico van acompañadas de un signo claro de toxicidad como es

la hipofagia (Borges y col., 1990). En cambio, el menor incremento ponderal

detectado en nuestro estudio no se acompaña de ninguna manifestación

externa de toxicidad, y, por el contrario, en los grupos de ratas tratadas con

BFB y GFB se observa un mayor consumo diario de alimento (Tabla 1.3.a y

1.3.b). Tampoco este comportamiento ha sido descrito para los fibratos en la

bibliografía consultada. Así, la dehidroepiandrosterona (DHEA), derivado

esteroídico natural capaz de inducir proliferación peroxisómica, produce

disminución del peso corporal en ratas tratadas (Cleary, 1990; Sambasiva y

col., 1992), aunque no modifica el consumo diario de alimento (Mclntosh y
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Berdanier, 1991). Una hipótesis propuesta para el caso de la DHEA es que el

efecto adelgazante se produce por la inhibición de la actividad glucosa-6

fosfato deshidrogenasa (G6PDH) que, al reducir el aporte de NADPH a los

hepatocitos, provoca una reducción de la lipogénesis (Cleary, 1990). Dado que,

al menos el GFB, ha demostrado ser un potente inhibidor de la G6PDH in

vitro (Sánchez y col., 1993a), este mecanismo serviría para explicar la

disminución del incremento ponderal detectada en este estudio; sin embargo,

no todos los autores han detectado inhibiciones en la actividad de este enzima

en ratas tratadas con DHEA (Yamada y col., 1991).

La explicación más plausible a este fenómeno es que el tratamiento de

ratas con fibratos, sobre todo BFB y GFB, induce un ciclo fútil de

acilación/reacilación de ácidos grasos que comporta gasto energético (Mclntosh

y Berdanier, 1991; Cleary, 1990); este argumento puede utilizarse en el caso

de los fibratos dado que producen un incremento simultáneo de las

actividades acil-CoA sintetasa e hidrolasa (ver Resultados, apartados 3.3 y

3.4). Es posible que el organismo intente compensar este gasto inútil de

energía con una mayor ingesta de alimento.

Los efectos de los fibratos sobre estos parámetros pueden estar

relacionados, al menos en parte, con la inducción peroxisómica, dado que el

BFB, que es el inductor peroxisómico más potente, es el que produce mayor

efecto en la disminución del peso corporal; sin embargo, otros factores deben

contribuir a estos fenómenos, ya que el GFB, el menos potente como inductor

peroxisómico, es el que modifica más intensamente el consumo diario de

alimento.

PARÁMETROS PLASMÁTICOS

Los tres fármacos ensayados han demostrado ser efectivos como

hipocolesterolemiantes e hipotrigliceridemiantes en ratas normolipidémicas.

Este hecho es significativo si se tiene en cuenta que algunos autores
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(Harrison, 1984) sostienen que el efecto hipolipemiante de los fibratos sólo se

manifiesta en animales que presentan hiperlipoproteinemias, genéticas o

inducidas experimentalmente. Nuestros resultados en ratas, muy similares

en ambos períodos, I y II, (Tablas 2.1-2.2 a y b) contradicen esta afirmación,

aunque podemos aceptar que el efecto de los fibratos sea más potente si los

niveles plasmáticos de lípidos son inicialmente elevados. La discrepancia

respecto los resultados de Harrison (1984) podría atribuirse a la complejidad

de los mecanismos que controlan el nivel de lípidos plasmáticos, que hace que

parámetros como la especie animal utilizada, la dieta o incluso la época del

año en que se ha llevado a cabo el estudio, puedan modificar la respuesta

obtenida.

Los resultados de este estudio coinciden con los obtenidos tras la

utilización clínica de estos fármacos; así, el BFB es más eficaz como

hipocolesterolémico (Illingworth, 1990), mientras que el GFB tiene mayor

efecto en la disminución de los niveles de triglicéridos plasmáticos, y el CFB

es menos efectivo que los otros dos como hipotrigliceridemiante o

hipocolesterolemiante (Stange y col., 1991; Sepherd y col., 1991).

El orden de potencia hipolipemiante hallado (BFB>CFB>GFB), coincide

con el orden de potencia de estos fármacos como inductores peroxisómicos. Por

otro lado, de acuerdo con nuestros datos existe un correlación inversa

estadísticamente significativa entre la actividad B-oxidación peroxisómica y

los niveles plasmáticos de colesterol (período I: y= -0.864(±0.141) x +

96.461(±2.749); r^O.248; p<0.0001; n=115; período II: y= -0.174(±0.085) x +

87.82(±2.11); r^O.331; p<0.0001; n=120) y de triglicéridos (período I: y= -

1.225(±0.24) x + 101.253(±4.696); r^O.19; p<0.0001; n=113; período II: y= -

1.741(±0.21) x + 100.45(±3.94); r^O.2604; p<0.0001; n=120). En la bibliografía

no se han encontrado datos similares referidos a ratas, pero existe un trabajo

(Pourbaix y col., 1984) en que se describe una correlación similar entre los

niveles plasmáticos de colesterol y la B-oxidación peroxisómica en hamsters.

En cambio, en un estudio reciente con dos cepas distintas de ratas, Sprague-
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Dawley y Lewis (Pili y col., 1992), aunque el mayor efecto hipolipemiante se

produce en ratas Lewis, las más sensibles a la prolferación peroxisómica, no

se ha encontrado relación entre la actividad B-bxidación peroxisómica y la

disminución de lípidos séricos.

Las correlaciones halladas indican una dependencia del efecto

hipolipemiante de los fibratos de su capacidad de inducir proliferación

peroxisómica. Sin embargo, el hecho de que en ningún caso la contribución de

la fi-oxidación peroxisómica al efecto hipolipemiante supere el 30 %, junto con

las manifiestas propiedades hipolipemiantes de los fibratos en especies

refractarias a la proliferación peroxisómica, como es el caso de la especie

humana o los cobayas (Vázquez y col., 1993; Harrison, 1984; Kawashima y

col., 1986; Lake y Gray, 1985), descartan una dependencia absoluta. Más bien

parecería ser que la proliferación peroxisómica podría tener una acción

coadyuvante sobre el efecto hipolipemiante, pero nunca constituiría un

prerequisito para este efecto.

PARÁMETROS ENZIMATICOS

Palmitoil-CoA hidrolasas

En este trabajo se han estudiado cuatro actividades palmitoil-CoA

hidrolasa distintas, localizadas en microsomas, mitocondrias pesadas y

ligeras, y citosol. Según la respuesta de cada enzima al tratamiento de ratas

con CFB, BFB y GFB, podemos clasificarlos en dos grupos:

- palmitoil-CoA hidrolasas cuya actividad resulta inducida en ratas

tratadas con fibratos: son las de localización microsomal (Tabla y Figura

3.3.1) y citosólica (id. 3.3.2)

- palmitoil-CoA hidrolasas que no presentan modificaciones

significativas en su actividad específica tras este tratamiento: son las de

localización mitoeondrial (Tablas 3.3.3 y 3.3.4).
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Únicamente se han encontrado datos bibliográficos sobre la acción de

los fibratos sobre las hidrolasas celulares referidos al tratamiento de ratas con

CFB (Katoh y col., 1987; Berge y col., 1984). En estos estudios se registra un

incremento global de la actividad hidrolasa total hepática que comprende un

aumento moderado en la fracción mitocondrial, un comportamiento variable

del enzima de localización microsomal y un espectacular incremento en la

actividad palmitoil-CoA hidrolasa del citosol.

Según nuestros resultados, la actividad que se induce con mayor

intensidad es, en concordancia con los estudios anteriormente citados, la

hidrolasa citosólica. El orden de potencia inductora es el mismo que el orden

de capacidad de estos fármacos para producir proliferación peroxisómica:

BFB>CFB>GFB. Por otro lado, en cobayas tratados con GFB, no se produce

ninguna modificación en la actividad de este enzima. Por todo ello no resulta

sorprendente que se haya encontrado una fuerte correlación entre la actividad

palmitoil-CoA hidrolasa de citosol hepático de rata y la fi-oxidación

peroxisómica (y =1.377(±0.12) x + 15.972(±2.603); r^O.473; p=0.0001; n=149).

El alto valor de r2 refleja que como mínimo un 50 % de la inducción de esta

hidrolasa es consecuencia de la proliferación peroxisómica. La relación

existente entre ambos fenómenos ya ha sido propuesta por otros autores en

el caso del CFB (Berge y Aarsland, 1985).

La inducción de las palmitoil-CoA hidrolasas microsomal y citosólica

hepáticas tras el tratamiento de ratas con fibratos podría atribuirse a una

respuesta compensatoria del organismo, dado que en los estudios realizados

in vitro estos fármacos han demostrado tener acción inhibitoria (Sánchez y

col., 1992). Sin embargo, esta hipótesis no parece muy probable teniendo en

cuenta que el orden de potencia inhibitoria in vitro (GFB>BFB>CFB) es

completamente distinto al encontrado in vivo (BFB>CFB>GFB). Además,

otras palmitoil-CoA hidrolasas celulares, como la presente en las mitoeondrias

ligeras, también resultan inhibidas por los fibratos in vitro (con el mismo

orden que el enzima microsomal: GFB>BFB>CFB), sin que resulten afectadas
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tras el tratamiento in vivo.
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Correlación entre palmitoil-CoA hidrolasa citosólica y B-oxidación en ratas, y
=1.377(±0.12) x +15.972(±2.603); 1^=0.473; p=0.0001; n=149.(o)Control, (D)CFB, (A)BFB, (O)GFB.

Puede observarse que el incremento en la hidrolasa microsomal

precede en el tiempo al del enzima dtosólico, y que cuando la inducdón de

éste alcanza el máximo, de forma concomitante se produce un descenso en las

actividades de microsomas y mitocondrias ligeras. De este modo, nuestros

resultados concordarían con la hipótesis propuesta por Berge y col. (1984) en

el sentido de que, al menos en parte, la inducdón de la palmitoil-CoA

hidrolasa del dtosol se debe a la mayor fragilidad de los organillos celulares,

espedalmente peroxisomas, por el tratamiento con fibratos.
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Asumiendo esta hipóteis, la menor potencia del GFB como inductor de

la palmitoil-CoA hidrolasa citosólica podría deberse a la manifestación del

efecto inhibidor de este fármaco, demostrado in vitro (Sánchez y col., 1992a),

sobre la hidrolasa microsomal liberada al citosol por la ruptura del orgánulo.

Para que esto fuera cierto, debería comprobarse la presencia física de GFB en

el citosol de ratas tratadas con este fármaco. Por ello, se procedió a realizar

una diálisis del mismo, de modo que si fuera cierta la hipótesis propuesta, la

eiminación del fármaco comportaría un aumento en la actividad del enzima.

Si se observan los resultados de la Tabla 3.3.6, se aprecia que la actividad

palmitoil-CoA hidrolasa del citosol de ratas tratadas con GFB no se modifica

tras la diálisis, de modo que la menor potencia inductora de este fármaco

parece ser mayoritariamente debida a su menor capacidad como proliferador

peroxisómico.

Según Kawashima y col. (1983, 1987), la palmitoil-CoA hidrolasa

inducida en citosol hepático tras el tratamiento de ratas con fibratos se

resuelve en dos enzimas, denominados por estos autores "hidrolasa I y II".

Según estos autores, la hidrolasa I, que representa la actividad mayoritaria,

es distinta a la hidrolasa constitutiva del citosol de hígado de rata y

prácticamente idéntica a la hidrolasa constitutiva del citosol de cerebro de

rata. Teniendo en cuenta que la actividad hidrolasa citosólica cerebral no se

modifica por la adición de fibratos in vitro (Sánchez y col., 1992a), la actividad

hidrolasa I tampoco debería ser inhibida por la adición de fibratos in vitro.

Para comprobar esta hipótesis, se ensayó el efecto de la adición de CFB, BFB

y GFB al citosol hepático de ratas tratadas con estos fármacos. Si se observa

la Tabla 3.3.5, puede comprobarse que en el caso de la actividad palmitoil-

CoA hidrolasa citosólica de ratas tratadas con GFB, el efecto inhibitorio in

vitro de los fármacos se limita a la hidrolasa constitutiva, que sería la

actividad en ratas control, 11.5 nmol/min/mg de proteína (esta actividad más

la actividad inhibida por la adición in vitro de los fármacos, proporciona

exactamente el valor correspondiente al citosol control obtenido de ratas

tratadas con GFB, 25.5 nmol/min/mg). En el caso de las ratas tratadas con
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BFB o CFB, la fuerte inducción de la hidrolasa I hace prácticamente

despreciable la contribución de la hidrolasa constitutiva, por lo que el efecto

inhibitorio de los fármacos adicionados in vitro no se pone de manifiesto. Por

tanto, los resultados obtenidos están de acuerdo con la hipótesis propuesta

por Kawashima y colaboradores.

Palmitoil-CoA sintetasa

La actividad palmitoil-CoA sintetasa microsomal resulta enormemente

inducida en ratas tras la administración de fibratos (Tabla y Figura 3.4),

siendo el orden de potencia para este efecto (BFB>CFB>GFB) idéntico al

orden de potencia para la proliferación peroxisómica. En este sentido, se ha

encontrado que existe una correlación muy fuerte entre la actividad palmitoil-

CoA sintetasa microsomal y la B-oxidación peroxisómica (y =7.065(±0.546) x

+ 222.898(±11.807); r ^ 0.535; p=0.0001; n=147). La relación entre ambos

fenómenos resulta confirmada por el hecho de que la actividad palmitoil-CoA

sintetasa no resulta modificada por el tratamiento de cobayas, especie

refractaria a la inducción peroxisómica, con GFB.

La inducción de la actividad palmitoil-CoA sintetasa en microsomas de

ratas tratadas con CFB ya ha sido descrita por otros autores (Yoshida y

Singh, 1990). Respecto al mecanismo por el cual se produce esta inducción

enzimática, parece poco probable que se trate de una reacción compensatoria

del organismo a la inhibición detectada in vitro (Sánchez y col., 1992b); las

CL̂ , calculadas en rata son demasiado altas para tener repercusión fisiológica.

Una posible explicación para la inducción de la sintetasa es que es debida a

la sobrecarga de substrato, ácidos mono y dicarboxílicos que comporta el

fenómeno de proliferación peroxisómica (Hawkins y col., 1986), así como al

hecho de que los propios fármacos administrados son substratos de este

enzima (Bronfman y col., 1986).
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Correlación entre palmitoil-CoA sintetasa y B-oxidadón en ratas, y =7.065(±0.546) x +
222.898(±11.807); r ^ 0.535; p=0.0001; n=147. (o)Control, (D)CFB, (A)BFB, (O)GFB.

Es necesario tener en cuenta la relación existente entre la inducción

por tratamiento con fibratos de las actividades palmitoil-CoA sintetasa e

hidrolasa. Por un lado, se ha encontrado una fuerte correlación entre ambas

actividades (y = 3.340(±0.283) x + 210.034(±13.643); r^O.488; p<0.0001;

n=148). Además, puede comprobarse que el máximo de activación de la

hidrolasa citosólica precede en el tiempo al de la palmitoil-CoA sintetasa. La

cantidad de acil-CoAs presente en un determinado tejido depende del

equilibrio establecido entre las velocidades sintética e hidrolítica (Waku,

1992). Calculando las actividades palmitoil-CoA sintetasa e hidrolasa por
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Correlación entre palmitoil-CoA sintetasa y palmitoil-CoA hidrolasa citosólica. y =
3.340(±0.283) x + 210.034(±13.643); 1^=0.488; p<0.0001; n=148. (o)Control, (D)CFB, (A)BFB,
(O)GFB.

gramo de hígado se observa que el balance existente en ratas control se

descompensa rápidamente al tratar el animal con fibratos, predominando la

actividad hidrolasa. Así, por ejemplo las ratas control presentan actividades

hidrolasa y sintetasa de 1263 y 1475 nmol/min/g de hígado, respectivamente,

en el 2- día de tratamiento con BFB, el más potente inductor peroxisómico,

las actividades son de 4409 y 2975 nmol/min/g de hígado. Por todo ello resulta

lógico deducir que la inducción de la palmitoil-CoA sintetasa constituye una

respuesta compensatoria del organismo al incremento de actividad hidrolasa

para mantener el nivel necesario de acil-CoAs en el hígado. Así pues, la

explicación más plausible a la inducción de la sintetasa es, como se ha
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comentado anteriormente, la de la existencia una sobrecarga de substrato

para este enzima. La fuerte correlación hallada con la B-oxidación no

implicaría, pues, una dependencia directa de la inducción de la sintetasa y la

proliferación peroxisómica, sino que más bien reflejaría la correlación de este

fenómeno con la inducción de la hidrolasa.

Sistemas de elongación microsomal

El tratamiento de ratas con CFB, BFB y GFB produce un marcado

incremento en la actividad palmitoil-CoA elongasa (Tabla y Figura 3.5.1),

mientras que la elongación de palmitoleoil-CoA sólo se induce

significativamente tras el tratamiento con GFB (Tabla y Figura 3.5.2).

Ninguno de los tres fármacos es capaz de modificar la elongación de gamma-

linolenil-CoA (Tabla 3.5.3). En cambio, la elongación microsomal en cobaya

resulta inducida de forma significativa tras el tratamiento con GFB sea cual

sea el substrato utilizado.

La información bibliográfica referente a los efectos de los fibratos sobre

la elongación microsomal de ácidos grasos resulta bastante contradictoria.

Así, Landriscina y col. (1977) muestran que tras el tratamiento de ratas con

CFB durante 14 días disminuye la actividad de elongación. Por el contrario,

Kawashima y col. (1984), utilizando el mismo fármaco, indican una inducción

de la elongación de palmitoil-CoA sin que se modifique la de substratos

poliinsaturados. La posible explicación de esta discrepancia es la utilización

de acetil-CoA en el primero de estos trabajos, el cual no es substrato

específico para la elongación, mientras que en el segundo se han utilizado los

verdaderos substratos del sistema, como por ejemplo palmitoil-CoA. Nuestros

resultados concuerdan con los del grupo de Kawashima (Kawashima y col.,

1985 y 1990).

La existencia de al menos dos enzimas de condensación en los

microsomas hepáticos de rata, con distinta especificidad de substrato, parece
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probada (Sprecher, 1981; Suneja y col., 1990). Estos enzimas canalizarían

distintos productos de condensación hacia los tres enzimas finales de la

elongación, comunes para todo tipo de substratos. Prasad y col. (1986), han

propuesto la existencia de tres enzimas de condensación microsomales en

hígado de rata, específicos para CoA esteres de ácidos grasos saturados,

monoinsaturados y poliinsaturados. De acuerdo con esta hipótesis, los

substratos utilizados en este trabajo han sido palmitoil-CoA (16:0-CoA),

palmitoleoil-CoA (16:l-CoA) y gamma-linolenil-CoA (18:3-CoA).

La primera observación que se desprende de los resultados obtenidos

en este estudio es que la actividad elongasa en hígado de rata se incrementa

al aumentar el número de insaturaciones del substrato. Así, la media de las

actividades obtenidas en ratas control son 0.65, 1.6 y 2 nmol/min/mg de

proteína microsomal para la elongación con palmitoil-, palmitoleoil- y gamma-

linolenil-CoA, respectivamente. Estos valores son ligeramente inferiores a los

hallados en las referencias bibliográficas (Bernert y Sprecher, 1977; Prasad

y col., 1986), aunque el orden de actividad según el tipo de substrato utilizado

coincide con el nuestro. En cobaya, mientras que la elongación de substratos

saturados es del mismo orden que la observada en rata (alrededor de 0.7

nmol/min/mg de proteína microsomal), la actividad con substratos insaturados

es menor que la correspondiente en rata. Así, la actividad de elongación de

substratos monoinsaturados es prácticamente idéntica a la hallada para

substratos saturados (0.7 nmol/min/mg de proteína), mientras que la

elongación de ácidos grasos poliinsaturados, a diferencia de lo que ocurre en

rata, es la que presenta una menor actividad específica (0.53 nmol/min/mg de

proteúia).

Los resultados obtenidos en rata están en concordancia con la hipótesis

de la existencia de tres sistemas de elongación diferentes si tenemos en

cuenta:

- Si la elongación de substratos saturados y monoinsaturados

dependiera del mismo sistema enzimático, sería lógico esperar un porcentaje
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de inducción por el tratamiento con fibratos similar para ambas actividades.

En cambio, en las Tablas 3.5.1 y 3.5.2 se observa que CFB y BFB únicamente

inducen la palmitoil-CoA elongasa sin modificar de forma significativa la

elongación de palmitoleoil-CoA.

- De igual modo, el distinto efecto del tratamiento de ratas con GFB,

que provoca la inducción de la elongación de palmitoleoil-CoA sin modificar

la de gamma-linolenil-CoA lleva a la conclusión de que también la elongación

de ácidos grasos mono y poliinsaturados está catalizada por sistemas

enzimáticos distintos.

En segundo lugar, la observación de los resultados obtenidos permite

evidenciar el comportamiento diferencial del GFB respecto a los otros dos

fibratos, comportamiento ya comentado en esta discusión para otros efectos

de estos fármacos. En este caso, la diferencia reside en el hecho de que el

tratamiento de ratas con CFB y BFB únicamente provoca la inducción de la

elongación de substratos saturados, mientras que el GFB es también capaz

de inducir la elongación de substratos monoinsaturados.

En los estudios realizados en rata in vitro, la elongación microsomal

resulta fuertemente inhibida por GFB y, en menor grado, por BFB (Sánchez

y col., 1993b); en cambio, como hemos visto, el tratamiento de ratas con estos

fármacos provoca la inducción del sistema, al menos cuando se utiliza un

substrato saturado. El efecto opuesto de los fibratos in vitro e in vivo se

podría explicar si se considera la inducción que se produce tras la

administración del fármaco como una respuesta compensatoria del organismo

a la inhibición que se produce sobre la actividad enzimática; este sería el caso,

por ejemplo, de las estatinas, que inhiben fuertemente la hidroximetilglutaril-

CoA reductasa in vitro y la estimulan in vivo (Endo, 1986).

Sin embargo, resulta más complicado dar una explicación al hecho de

que mientras que el efecto in vitro tiene lugar independientemente del

substrato utilizado, la administración in vivo de estos fármacos produce un
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efecto distinto sobre la elongación según el substrato. Para comprender este

punto, debe tenerse en cuenta que la actividad de elongación de gamma-

linolenil-CoA se encuentra al máximo de sus posibilidades de expresión en

ratas control. Esto se deduce del hecho de que cuando se realiza una

intervención dietética, como es la administración de dietas libres en grasas,

que se conoce que estimula al máximo los sistemas de elongación de ácidos

grasos (Ludwig y Sprecher, 1979), las actividades de elongación obtenidas

para los tres substratos están alrededor de 2 nmol/min/mg de proteína

(Sánchez y col., 1992b), actividad aproximadamente igual a la gamma-

linolenil-CoA elongasa en ratas control. Asumiendo que la elongación de

ácidos grasos poliinsaturados está ya expresada al máximo, es explicable que

ninguno de los fármacos ensayados sea capaz de incrementar más esta

actividad. Respecto a la elongación de substratos saturados y

monoinsaturados, únicas actividades susceptibles de ser inducidas, el único

fármaco capaz de hacerlo es el GFB, ya que es el inhibidor in vitro más

potente. En cambio, en el caso de CFB y BFB, al ser mucho menos potentes

como inhibidores, el efecto compensador del organismo sólo se pone de

manifiesto en aquella actividad más baja, y por tanto, la más afectada por

este efecto inhibidor, la elongación de ácidos grasos saturados.

Kawashima y col. (1990) consideran que la inducción de la elongación

microsomal de palmitoil-CoA tras la administración de CFB a ratas está

directamente relacionada con el fenómeno de la inducción peroxisómica. Tras

determinar la correlación existente entre esta actividad enzimática y la B-

oxidación peroxisómica, se obtiene un coeficiente de correlación relativamente

bajo (y= 0.0229(±0.0033) x + 0.8448(±0.0752); 1^=0.2925; p<0.0001; n=141),

que indica una contribución de alrededor de un 30 % de la inducción

peroxisómica al fenómeno del incremento en la actividad de elongación de

substratos saturados. Por otro lado, según nuestos resultados parece claro que

la inducción de la elongación de palmitoleoil-CoA es totalmente independiente

de este fenómeno, pues el único fármaco capaz de inducir esta actividad, el

GFB, es justamente el de menor potencia como proliferador peroxisómico; si
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se consideran los datos de los animales tratados con este fármaco el valor de

r2 ohtenido de la correlación entre la actividad palmitoleoil-CoA elongasa y la

fí-oxidación peroxisómica es 0.

La escasa o nula dependencia entre la acción de los fíhratos como

proliferadores peroxisómicos y su capacidad para inducir las actividades de

elongación microsomal, se evidencia también por el hecho de que la

administración de GFB a cobayas produce la inducción de este sistema, sea

cual sea el substrato utilizado, sin que se produzca proliferación peroxisómica.

El hecho de que en cobaya el GFB sea capaz de inducir los tres sistemas de

elongación podría indicar que en esta especie animal dichas actividades no se

encuentran expresadas al máximo de sus posibilidades.

Como se ha señalado, el fenómeno de la proliferación peroxisómica

contribuye, en un porcentaje aproximado de un 30 %, al incremento en la

actividad de elongación de ácidos grasos saturados. Teniendo en cuenta que,

como se comentará en el siguiente punto, el tratamiento con fibratos produce

en rata un incremento de la actividad delta-9 desaturasa, fuertemente

dependiente de la inducción peroxisómica, la inducción de la elongación de

ácidos grasos saturados podría ser consecuencia del incremento de demanda

de substrato para la delta-9 desaturasa. Esto explicaría la relación existente

entre los incrementos en la elongación de palmitoil-CoA y en la B-oxidación,

pues ambos fenómenos estarían relacionados, aunque de forma indirecta, a

través de la delta-9.

Sistemas de desaturación microsomal

El tratamiento de ratas con CFB, BFB y GFB produce un marcado

incremento en las actividades delta-9, delta-5 y delta-6 desaturasa (Tablas y

Figuras 3.6.1, 2 y 3). Tanto la actividad basal de estos tres sistemas
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enzimáticos, como el orden de magnitud de ésta (delta-9 > delta-5 > delta-6)

coinciden con lo descrito por otros autores (Christiansen y col., 1991). En

cobaya, la baja actividad de estos enzimas ha hecho muy difícil valorar su

actividad por los métodos a nuestro alcance, por lo que solamente hemos

podido obtener resultados en el caso de la delta-9 desaturasa, cuya actividad

no resulta significativamente modificada tras el tratamiento con GFB. El

hecho de no haber detectado actividad delta-5 y delta-6 desaturasa en cobayas

tratados con GFB podría indicar que este fármaco no ha sido capaz de inducir

estos enzimas, al menos de forma apreciable según nuestros métodos de

valoración.

La inducción de la actividad delta-9 desaturasa por fibratos ya ha sido

descrita por Kawashima y Kozuka (1982) para el caso del CFB. Sin embargo,

la inducción hallada por este autor (4 veces la actividad control) es mucho

mayor que la que nosotros hemos encontrado (2.7 veces la actividad control).

La diferencia de magnitud puede ser explicada por la utilización de una cepa

distinta de ratas (Wistar) y de una dosis mayor de fármaco (0.5 % p/p).

El orden de potencia de los fibratos para la inducción de la actividad

delta-9 desaturasa es BFB>CFB=GFB, siendo el mayor inductor de esta

actividad enzimática el más potente proliferador peroxisómico de los tres

ensayados. El hecho de que no exista inducción en una especie como el

cobaya, sugiere que debe existir una estrecha dependencia entre este

fenómeno y la proliferación peroxisómica. Esta dependencia se confirma por

la existencia de una buena correlación entre ambos parámetros (y= 0.03675

(±0.0035) x + 1.49(±0.087); r*= 0.4454; n=139; p<0.001). El alto valor de r2

obtenido resulta aún más alto si se consideran únicamente los datos

correspondientes a las ratas tratadas con BFB, el más potente inductor

peroxisómico: y= 0.03(±0.0046) x + 1.629(±0.19); r8* 0.5884; n=32; p<0.0001.
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CORRELACIÓN DELTA9 DESATURASA/0-OXIDACIÓN
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Correlación entre delta-9 desaturasa y C-oxidación en ratas. y= 0.3675 (±0.0035) x +
1.49(±0.087); !•*= 0.4454; n=139; p<0.001. (o)Control, (CDCFB, (A)BFB, (O)GFB.

También soportan esta hipótesis, propuesta otros autores (Kawashima

y col., 1990), los datos obtenidos in vitro. En los estudios realizados en

nuestro laboratorio (Sánchez y col., 1993b) se demostró que ninguno de los

tres fármacos era capaz de inhibir in vitro esta actividad enzimática en rata,

lo cual descarta que la inducción se produzca por un mecanismo similar al

descrito para la elongación. Sin embargo, el hecho de que el GFB, siendo un

proliferador peroxisómico más débil que el BFB, sea capaz de estimular la

actividad delta-9 desaturasa de forma mucho más rápida (significativamente

ya desde el primer día de tratamiento), implica que, al menos en una pequeña

proporción, en la inducción de este sistema enzimático contribuye también
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la sobrecarga de substrato producida por el incremento de la elongación de

ácidos grasos saturados.

Respecto a la delta-5 desaturasa, podemos decir que su comportamiento

es muy similar al descrito para la delta-9 desaturasa, pues su actividad se

incrementa de manera notable tras la administración de fibratos a ratas.

Otros autores (Kawashima y col, 1990), han descrito también incrementos en

la desaturación de ácido dihomo-gamma-linolénico tras la administración de

CFB a ratas. Al igual que en el caso de la delta-9, el orden de potencia para

la inducción de la delta-5 desaturasa es BFB>CFB=GFB, y existe una fuerte

correlación entre la actividad de este sistema enzimático y la J3-oxidación

peroxisómica (y= 0.038(±0.09) x + 1.434; r*=0.4253; n=137; p<0.001).

CORRELACIÓN DELTA-5 DESATURASA/0-OXIDACIÓN
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Correlación entre delta-5 desaturasa y B-oxidación en ratas. y= 0.038(±0.09) x + 1.434;
1^=0.4253; n=134; p<0.001. (o)Control, (CDCFB, (A)BFB, (O)GFB.

196



A diferencia del caso anterior, la inducción producida por la

administración de GFB no puede adscribirse a la sobrecarga de substrato,

dado que la elongación de ácidos grasos poliinsaturados no resulta modificada

por la administración de fibratos en rata. Por otro lado, aunque el GFB ejerce

un ligero efecto inhibitorio sobre este enzima in vitro (Sánchez y col., 1993b),

dada la actividad basal de la delta-5 desaturasa en rata, relativamente alta,

es poco probable que este efecto sea el responsable del fenómeno inductivo.

Respecto a la inducción de la actividad delta-6 desaturasa por la

administración de fibratos en rata, parece ser que responde a un fenómeno

totalmente distinto al descrito para las otras dos desaturasas estudiadas. En

este caso, no existe ninguna correlación entre la actividad desaturasa y la J3-

oxidación peroxisómica. Igualmente, el orden de potencia inductiva hallado

(GFB>BFB=CFB), implica que el proliferador peroxisómico menos potente es

el que induce con mayor intensidad la actividad delta-6 desaturasa. Una

posible explicación al incremento en esta desaturasa sería que éste constituye

una respuesta compensatoria del organismo ante la inhibicón in vitro del

sistema, que se produce con un orden de potencia igual al descrito para el

efecto in vivo (Sánchez y col., 1993b). Esta explicación resulta plausible

teniendo en cuenta que aunque las inhibiciones halladas en los estudios in

vitro no son tan fuertes como las descritas para la elongación, la baja

actividad basal de la delta-6 desaturasa (0.1-0.2 nmol/min/mg de proteína),

posibilita que una pequeña inhibición sea capaz de provocar una inducción

compensatoria de este enzima.

Como ya se ha expuesto en la parte teórica de este trabajo, los sistemas

de desaturación son complejos constituidos por tres proteínas: NADH

citocromo b5 reductasa, citocromo b5 y desaturasa terminal o factor sensible

al cianuro (Jeffcoat, 1979). Tal como se observa en la Tabla 5.7.1, ninguno de

los tres fármacos estudiados es capaz de modificar la actividad NADH

citocromo b6 reductasa tras su administración a ratas. Por otro lado, aunque
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no hemos determinado el contenido en citocromo b5, podemos asumir que este

no se modifica por el tratamiento de ratas con fibratos (Kawashima y Kozuka,

1982). Por ello, parece ser que el único componente de los sistemas de

desaturación que resulta afectado por estos fármacos es la desaturasa

terminal.

Existen dos enzimas microsomales, la acil-CoA sintetasa y la acil-CoA

hidrolasa, de cuyo balance depende la cantidad de acil-CoAs, y por tanto, de

substratos para la elongación y la desaturación, que existe en un determinado

órgano (Waku, 1992). Es por ello que, a priori, puede pensarse que una

inhibición en la actividad acil-CoA hidrolasa y/o una inducción en la sintetasa,

produzca un incremento en la cantidad de acil-CoAs que sea responsable, al

menos en alguna proporción, de la inducción de las actividades de elongación

y desaturación.

Respecto a la actividad acil-CoA sintetasa, su posible efecto puede ser

obviado en el caso de la elongación y de la delta-9 desaturasa, pues se han

utilizado como substratos de las reacciones los derivados CoA y no los

correspondientes ácidos grasos; así pues, las modificaciones en la actividad

sintetasa únicamente podrían afectar las actividades delta-5 y delta-6

desaturasa. Sin embargo, a pesar de que el tratamiento de ratas con fibratos

produce una marcada inducción de la sintetasa, la actividad específica de este

enzima es del orden de 102-103 veces más alta que la de las desaturasas, tanto

en microsomas de ratas control como tratadas. Dado que la actividad

sintetasa está ya en exceso en ratas control, su incremento no puede

repercutir en la inducción de las desaturasas.

El mismo razonamiento puede aplicarse a la actividad acil-CoA

hidrolasa, cuya inducción evidentemente no produce inhibición de las

elongasas y desaturasas, actividades que experimentan justo el fenómeno

contrario.
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CADENAS DE TRANSPORTE ELECTRÓNICO MICROSOMAL

El retículo endoplasmático del hepatocito posee dos cadenas de

transporte electrónico (Nagi y col., 1986 b). En este estudio se han valorado

las actividades enzimáticas NADH citocromo b5 reductasa, que consiste en el

paso de electrones desde el NADH a la flavoproteína y al aceptor artificial, el

ferricianuro, la NADH citocromo c reductasa, que valora además la

transferencia electrónica del citocromo b5 al c, y la NADPH citocromo c

reductasa, en que los electrones fluyen desde el NADPH a la reductasa y de

allí al citocromo c. De las tres actividades enzimáticas valoradas, únicamente

la NADH citocromo b5 reductasa no ha resultado modificada por la

administración de fibratos a ratas (ver tabla 3.7.1).

NADH citocromo c reductasa

La actividad NADH citocromo c reductasa ha resultado disminuida en

ratas tratadas con fibratos (Tabla 3.7.2), con un orden de potencia

CFB=BFB>»GFB. Los resultados descritos están en coincidencia con los de

otros autores (Kawashima y col., 1986). De todos modos, la bibliografía

consultada resulta contradictoria, pues un mismo equipo investigador

(Kawashima y col. 1989 a y b), en dos trabajos publicados en el mismo año,

indica en uno de ellos una inhibición similar a la descrita en este estudio, y

en otro ausencia de efecto, utilizando en ambos casos ratas Wistar macho

tratadas con CFB al 0.5 % p/p durante 7 días.

Por otro lado, en los estudios in vitro realizados en este laboratorio

(Alegret y col., 1991), la NADH citocromo c reductasa ha sido el único enzima

de las cadenas de transporte electrónico afectado por los fibratos.

La falta de correlación estadística entre la NADH citocromo c reductasa

y la 6-oxidación peroxisómica, indica la independencia del efecto detectado

respecto al fenómeno de la inducción peroxisómica. En cobayas tratados con
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GFB se observa, al igual que en ratas, una tendencia hacia la reducción de

la actividad NADH citocromo c reductasa, aunque en ninguno de los dos casos

se alcanza la significación estadística. Por otra parte, el efecto in vitro del

gemfibrozilo sobre ambas especies también coincide, registrándose en ambos

casos una tendencia a la estimulación de esta actividad enzimática. Esta

similitud de comportamiento entre dos especies, de las cuales una es sensible

y la otra refractaria a la inducción peroxisómica refuerza la hipótesis de que

la disminución de la actividad NADH citocromo c reductasa no depende de la

capacidad de producir proliferación peroxisómica.

Puede proponerse un mecanismo que explicaría cómo se produce la

reducción de la actividad NADH citocromo c reductasa, teniendo en cuenta los

datos de los estudios in vitro (Alegret y col., 1991). La inducción de esta

actividad enzimática en rata tras la adición de fibratos al medio de incubación

parece ser debida, de acuerdo con los estudios cinéticos realizados, a dos

fenómenos contrapuestos:

- el impedimento del transporte electrónico desde la flavoreductasa al

citocromo b5

- el incremento en el flujo electrónico del citocromo b5 al aceptor

artificial, citocromo c

Así, en presencia de citocromo c, esta dificultad en el flujo electrónico

se compensaría, de modo que el efecto final observable sería un incremento

del transporte electrónico. De todos modos, el fenómeno real que se produciría

in vivo es el primero, dado que no depende de la presencia de aceptores de

electrones exógenos al sistema. Además, teniendo en cuenta que el

tratamiento con CFB no modifica el contenido en citocromo b5 de los

microsomas hepáticos de rata (Kawashima y col., 1986) y que la actividad

NADH citocromo b5 reductasa no ha resultado alterada (Tabla 3.7.1) parece

lógico que la reducción en la actividad NADH citocromo c reductasa fuera

debida a una interacción directa de los fármacos con el citocromo b5. Así

pues, la reducción de esta actividad enzimática sería debida al predominio del
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efecto de impedimento del transporte electrónico desde la NADH citocromo

bK reductasa al citocromo bK.Je í CuUvuilwu CU vi vvwi \Jt,ii\J Ue>

La menor potencia inhibidora del GFB no se relaciona con el hecho de

que sea el fármaco de menor capacidad proliferadora peroxisómica, pues,

como ya se ha dicho, ambos fenómenos son independientes entre sí, sino que

podría explicarse por el hecho de ser el fármaco más potente como inductor

de esta actividad enzimática in vitro. Teniendo en cuenta que el GFB es el

único de los fibratos estudiados que puede acumularse en el hígado (Todd y

Ward, 1988), y que su interacción con este sistema de transporte electrónico

sólo es eliminable por diálisis y no por centrifugación de los microsomas

(Alegret y col., 1991), es factible que el efecto de estimulación del paso de

electrones hacia el citocromo c se manifieste también en las muestras

microsomales provenientes de los animales tratados in vivo. De esta manera,

la presencia en el ensayo de citocromo c constituiría, en el caso del GFB, un

artefacto que compensaría el verdadero efecto inhibidor de los fibratos.

NADPH citocromo c reductasa

La actividad NADPH citocromo c reductasa resulta inducida de forma

muy significativa tras el tratamiento de ratas con fibratos (Tabla 3.7.3), efecto

ya descrito en el caso del CFB (Facino y Carini, 1981). En cambio, otros

autores (Kozuka y col., 1991) no han logrado evidenciar tal inducción en ratas

tratadas con CFB, y en el caso del BFB únicamente detectan una ligera

inducción tras 79 semanas de tratamiento. Las discrepancias entre nuestros

resultados y este trabajo podrían explicarse por el uso de una cepa de ratas

y una vía de administración del fármaco diferentes.

El orden de potencia para la inducción de la NADPH citocromo c

reductasa sigue el mismo patrón que el descrito para la proliferación

peroxisómica, siendo el BFB el más efectivo para ambos efectos. La

dependencia de ambos fenómenos concuerda con el hecho de que tras el
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tratamiento de cobayas con GFB no se registra ningún efecto sobre la

actividad NADPH citocromo c reductasa, la cual tampoco resultó ser

modificada in vitro (Alegret y col., 1991). Sin embargo, la correlación entre la

actividad NADPH citocromo c reductasa y la B-oxidación peroxisómica (y=

3.297(±0.429) x + 161.449(±9.334); rM.286; p=0.0001; n=149), indica, como

máximo, una contribución del 30 % de la B-oxidación peroxisómica al

incremento en la actividad NADPH citocromo c reductasa.

El efecto de los fibratos sobre esta actividad enzimática probablemente

está relacionado con la capacidad de dichos fármacos para inducir la

expresión de los genes que codifican el citocromo P450IVA1. Esta hipótesis

parece plausible ya que se ha demostrado que ciertos fármacos capaces de

inducir la expresión de determinados citocromos de la familia P450, como el

fenobarbital, son también capaces de inducir la NADPH citocromo c reductasa

(Waxman y Azaroff, 1992). Dado que tanto fenobarbital como los fibratos

actúan por un mismo mecanismo de activación transcripcional de los genes

(Bell y col., 1992), es posible que la inducción de ambos genes (citocromo

P450P7A1 y NADPH citocromo c reductasa) esté relacionada de igual manera.

La capacidad de inducir el citocromo P450IVA1 es una característica típica

de los proliferadores peroxisómicos (Moody y col., 1992). Esta relación

indirecta entre el incremento de la reductasa y la B-oxidación peroxisómica,

a través de la inducción del citocromo P450P7A1, explicaría el bajo coeficiente

de correlación obtenido para ambas actividades enzimáticas. Asimismo, la

refractariedad de otras especies animales, como los cobayas, a la inducción del

citocromo P450IVA1 (Moody y col., 1992), se relaciona con la falta de efecto

de los fibratos sobre la NADPH citocromo c reductasa en esta especie.

Como resumen de los resultados presentados en este trabajo, las

siguientes tablas muestran los efectos de CFB, BFB y GFB sobre las

actividades enzimáticas y los parámetros no enzimáticos estudiados en rata,

así como la acción del GFB en el caso de los cobayas. Asimismo, se indican los

casos en que la modificación producida en rata depende en un porcentaje
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considerable del fenómeno de la proliferación peroxisómica. Para ello se han

considerado únicamente aquellas correlaciones con un valor de r2 superior a

0.4. En el caso de la NADPH citocromo c reductasa, aunque el coeficiente de

correlación es más bajo, se considera que sí existe una relación con la

inducción peroxisómica, por las razones expuestas anteriormente.

PARÁMETROS NO ENZIMATICOS

RATA RELACIÓN COBAYA

Fármaco CFB BFB GFB B-OXID. GFB

Peso corporal

Consumo dieta

Hepatomegalia

Colesterol

Triglicéridos

i

=
Tt
U
i

i

t
TTT
U
U

i

t
T
i

NO

NO

SI (0.659;0.654)

NO

NO

=

n.d.

=

n.d.

n.d.

Parámetros no enzimáticos t : incremento, i: disminución, =: sin modificación, n.d: no
determinado. Entre paréntesis se muestran los coeficientes de correlación mayores de 0.4.

De los parámetros no enzimáticos estudiados, únicamente la

hepatomegalia depende mayoritariamente del fenómeno de la inducción

peroxisómica. Estos resultados están de acuerdo con el hecho de que no se ha

descrito la presencia de hepatomegalia tras tratamiento crónico con fibratos

en humanos (Monk y Todd, 1987; Todd y Ward, 1988). Respecto a los efectos

observados sobre la evolución ponderal y el consumo de alimento, aunque son

fenómenos independientes de la C-oxidación, no se reproducen en cobaya.

Tampoco parecen producirse en el hombre, o, por lo menos, la pérdida de peso

y la hiperfagia no figuran como efectos secundarios reconocidos de los fibratos

(Monk y Todd, 1987; Todd y Ward, 1988). Sin embargo, sería problemático

evidenciar un efecto de este tipo en humanos, dado que es muy difícil el

control de estos factores, máxime teniendo en cuenta que el tratamiento con

fibratos se introduce después de someter al paciente a un control dietético que
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suele modificar en gran medida su peso corporal.

Por otro lado, como se ha comentado anteriormente, los efectos sobre

los lípidos plasmáticos no dependen de la proliferación peroxisómica, dado que

la administración clínica de ñbratos produce un efecto hipolipemiante en

humanos sin que exista inducción de este organillo.

PARÁMETROS ENZIMATICOS

RATA RELACIÓN COBAYA

Fármaco CFB BFB GFB B-OXID. . GFB

NADH cb5RD

NADH CC RD

NADPH CCRD

PCHMs

PCH Cit

PCHMP

PCHML

PCS

Elong. 16:0

Elong. 16:1

Elong. 18:3

Delta-9 desat.

Delta-5 desat.

Delta-6 desat.

=

u
TT
T
tt
=
=
tt
t

=
=
tt
tt
tt

=
U
ttt
ttt
ttt
=
=

ttt
tt
=
=

ttt
ttt
tt

=
i
t
tt
t

=
=
t
t
t

=
t
t

ttt

NO

SI (0.286)

NO

SI (0.473)

SI (0.535)

NO

NO

SI (0.445)

S I (0.425)

NO

n.d.

i (n.s)

=

n.d

n.d.

=

t
t
t

=
n.d

n.d.

Parámetros enzimáticos T: incremento, i : disminución, =: sin modificación, n.d.: no
determinado. Entre paréntesis se muestran los coeficientes de correlación mayores de 0.4.
Abreviaciones: Cb5Rd: citocromo b5 reductasa; CC Rd: citocromo c reductasa; PCH: palmitoil-CoA
hidrolasa; Ms: microsomas; cit:citosol; MP: mitocondrias pesadas; ML: mitocondrias ligeras; elong:
elongación; desat: desaturación.
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Respecto a las actividades enzimáticas estudiadas, las modificaciones

inducidas por la administración de fibratos parece existir una dependencia

clara de la proliferación peroxisómica en el caso de la palmitoil-CoA hidrolasa

citosólica, la palmitoil-CoA sintetasa, la delta-9 y delta-5 desaturasas, y,

aunque de forma indirecta, en el de la NADPH citocromo c reductasa. Dado

el alto porcentaje de contribución de la proliferación peroxisómica a la

modificación de estas actividades enzimáticas, ninguna de ellas debería

producirse, al menos con la misma intensidad, en humanos. Confirma esta

hipótesis el hecho de que tras la administración de GFB a cobayas, no se

registró ninguna variación en dichas actividades enzimáticas.

Por otra parte, la disminución de la actividad NADH citocromo c

reductasa, así como los incrementos en las actividades palmitoil-CoA

hidrolasa microsomal, delta-6 desaturasa, y elongación de substratos

saturados (y monoinsaturados en el caso del GFB), al ser mayoritariamente

independientes de la proliferación peroxisómica, pueden producirse también

en especies refractarias a la inducción peroxisómica, como sucede en cobayas

en la mayoría de dichas actividades enzimáticas. Aunque la extrapolación a

humanos de datos obtenidos en animales de experimentación siempre es

arriesgada, podríamos decir que las modificaciones detectadas en estas

actividades enzimáticas podrían, al menos en teoría, tener lugar tras el

tratamiento de humanos con estos fibratos. De ellas, las que mayor

repercusión podrían tener sobre el metabolismo lipídico son las modificaciones

en la elongación de ácidos grasos, particularmente saturados, y en la delta-6

desaturación de ácidos grasos poliinsaturados. Por ello, resultaría de gran

interés estudiar si estas modificaciones enzimáticas se reflejan en cambios en

la composición cuali y cuantitativa de los ácidos grasos presentes, no solo en

las membranas celulares, sino también en las lipoproteúias plasmáticas.
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CONCLUSIONES





PARÁMETROS NO ENZIMATICOS

1. La administración de clofibrato, bezafibrato y gemfibrozilo a ratas

Sprague-Dawley macho produce una marcada hepatomegalia que se

correlaciona directamente con el incremento registrado en la actividad fi-

oxidación peroxisómica. El orden de potencia para estos efectos ha sido

BFB>CFB>GFB. En cambio, no se ha evidenciado incremento del peso

relativo del hígado ni de la actividad fi-oxidación peroxisómica en cobaya,

especie resistente a la inducción peroxisómica.

2. Los fibratos producen in vitro una inhibición de la actividad B-

oxidación peroxisómica tanto en rata como en cobaya. El hecho de que, sin

embargo, la inducción de esta actividad enzimática in vivo sólo se manifiesta

en rata indica que la proliferación peroxisómica no constituye una respuesta

adaptativa del organismo a la inhibición de este sistema enzimático.

3. La administración de fibratos produce en las ratas tratadas una

tendencia hacia un menor incremento ponderal. Este hecho, que no se

reproduce en cobayas tras el tratamiento con gemfibrozilo durante 15 días,

contrasta con el incremento en el consumo de alimento detectado en ratas

tratadas con bezafibrato y gemfibrozilo. Ninguno de estos efectos parece

depender mayoritariamente del fenómeno de la proliferación peroxisómica.

PARÁMETROS PLASMÁTICOS

1. El tratamiento de ratas normolipidémicas con clofibrato, bezafibrato

y gemfibrozilo produce importantes reducciones en los niveles de lípidos

plasmáticos (colesterol y triglicéridos), con un patrón de potencia

hipolipidémica similar al descrito para su utilización clínica.

2. El efecto hipolipemiante parece ser mayoritariamente independiente

de la proliferación peroxisómica. Las correlaciones inversas halladas con la
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actividad B-oxidación peroxisómica, aunque débiles, podrían reflejar un efecto

coadyuvante, no un requerimiento absoluto, del fenómeno de inducción

peroxisómica a la disminución de los niveles plasmáticos de lípidos.

PARÁMETROS ENZIMATICOS

1. El tratamiento de ratas con fibratos, a pesar de inducir proliferación

peroxisómica, no modifica el patrón de distribución subcelular en el hígado.

Palmitoil-CoA hidrolasas

1. El tratamiento de ratas con clofibrato, bezafibrato y gemfibrozilo

produce un incremento en la actividad palmitoil-CoA hidrolasa de localización

microsomal y, en mayor grado, de la citosólica. En cambio, ni la actividad

palmitoil-CoA hidrolasa de mitocondrias pesadas ni la de mitocondrias ligeras

resultaron apreciablemente modificadas. Asimismo, ninguna de las

actividades hidrolasa ensayadas fueron modificadas por la administración de

gemfibrozilo a cobayas.

2. Parece existir un fuerte dependencia entre el incremeto en la

actividad palmitoil-CoA hidrolasa citosólica y la proliferación peroxisómica,

corroborada por la ausencia de variación en esta actividad enzimática en

cobayas tratados. El incremento en la actividad hidrolasa citosólica en rata

no es atribuible a la existencia de una respuesta compensatoria del organismo

a la inhibición in vitro.

3. La evolución temporal de los incrementos en las actividades

palmitoil-CoA hidrolasa citosólica y microsomal concuerdan con la hipótesis

de que al menos parte de la inducción del enzima citosólico se debe a la

ruptura de peroxisomas producida por el tratamiento con fibratos.

4. El efecto inhibitorio in vitro de los fármacos sobre la palmitoil-CoA

207



hidrolasa citosólica parece limitarse a la actividad constitutiva del citosol de

rata. La actividad inducida por el tratamiento con fibratos (mayoritariamente

hidrolasa I) es distinta a la constitutiva y no resulta inhibida in vitro.

Palmitoil-CoA sintetasa

1. El incremento en la actividad palmitoil-CoA sintetasa está

directamente relacionado con la proliferación peroxisómica. Sin embargo, la

correlación hallada con la palmitoil-CoA hidrolasa citosólica está de acuerdo

con la hipóteis de que el incremento en la actividad de la sintetasa se produce

por un fenómeno de sobrecarga de substrato.

Sistemas de elongación microsomal

1. La administración de clofibrato, bezafibrato y gemfibrozilo a ratas

produce efectos distintos según el substrato utilizado: los tres fármacos

producen tras su administración un marcado incremento en la actividad de

elongación microsomal hepática de ácidos grasos saturados; respecto a la

elongación de substratos monoinsaturados, únicamente el tratamiento con

gemfibrozil ha producido el incremento en esta actividad enzimática; por

último, ninguno de los tres fármacos resultó modificar la actividad de

elongación de ácidos grasos poliinsaturados. Sin embargo, la actividad de

elongación microsomal hepática en cobaya tras el tratamiento con gemfibrozil

resulta incrementada sea cual sea el substrato utilizado.

2. Los resultados obtenidos están de acuerdo con la existencia de tres

sistemas de elongación microsomal distintos, uno para ácidos grasos

saturados, otro para substratos mor: risaturados, y un tercero activo para

ácidos grasos poliinsaturados.

3. De forma genérica, puede afirmarse que el incremento en las
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actividades de elongación tras la administración de fibratos es prácticamente

independiente del fenómeno de la inducción peroxisómica. El fenómeno podría

atribuirse a una respuesta compensatoria del organismo a la inhibición

producida in situ.

Sistemas de desaturación microsomal

1. Los tres sistemas de desaturación microsomal estudiados (delta-9,

delta-5 y delta-6 desaturasas) resultan incrementados en hígado de rata tras

la administración de clofibrato bezafibrato y gemfibrozilo.

2. Los incrementos en la actividad delta-9 y delta-5 desaturasa parecen

responder principalmente al fenómeno de la proliferación peroxisómica. En el

caso de la delta-9 desaturasa, esta hipótesis se refuerza por la ausencia de

efecto del tratamiento con gemfibrozilo sobre dicha actividad enzimática en

cobaya.

3. En cambio, el aumento en la actividad delta-6 desaturasa parece ser

independiente de la inducción peroxisómica, siendo más bien atribuible a una

compensación a la inhibición producida in situ en el organismo vivo.

Cadenas de transporte electrónico microsomal

1. De las tres actividades enzimáticas valoradas, únicamente la NADH

citocromo b5 reductasa no ha resultado modificada por la administración de

fibratos a ratas. En cambio, se registró una disminución en la actividad

NADH citocromo c reductasa y un incremento en la NADPH citocromo c

reductasa en rata. En cobaya, ninguna de estas actividades resultó modificada

significativamente.

2. La disminución en la actividad NADH citocromo c reductasa parece

ser independiente de la inducción peroxisómica que se produce en ratas.
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3. Parece existir una relación entre el incremento de la NADPH

citocromo c reductasa y la fi-oxidación peroxisómica, aunque de manera

indirecta, a través de la inducción del citocromo P450IVA1.
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