DISCUSION

Alrededor del 90% de la actividad ADH, en su forma mayoritaria ADH1 (y también
ADH2 en humanos), esta localizada en el higado, 6rgano responsable de la oxidacion
de la mayor parte del etanol ingerido, asi como de alcoholes y aldehidos de diferentes
estructuras. El restante 10% de la actividad ADH, en las formas ADH1 y ADH4, se
distribuye en numerosos 6rganos extrahepaticos, o que demuestra un cierto nivel de
oxidacion de etanol en los distintos tejidos y células del organismo. Al igual que en el
higado, donde la oxidacidn del etanol es la causa mas importante de la enfermedad
alcohdlica hepatica (Kennedy y Tipton, 1990; Lieber, 1994; 1997), la actividad ADH
extrahepatica podria también constituir el origen de muchas patologias en diferentes
6rganos en los alcohdlicos. Asi pues, el trabajo de esta Tesis Doctoral se ha centrado
principalmente en el estudio de la distribucion de las dos formas etanol
deshidrogenasa, ADH1 y ADH4. Numerosos estudios sobre la expresiéon de estas
formas de ADH han establecido que tanto su mRNA como la proteina estan
ampliamente distribuidos en los diferentes tejidos de roedor y humano (Tabla 2 de la
Introduccion). En este trabajo, se ha profundizado en el estudio de la presencia de
ADH1 y ADH4 en determinados 6rganos de rata y humano y en la distribucion de los
mMRNA y/o proteinas en los tejidos y células. Ello ha permitido acotar aiin mas el papel
fisiolégico de cada una de las clases en un determinado tejido y comprender los
posibles efectos deletéreos del alcohol en ese tejido. Estos efectos serian debidos no
s6lo a la acumulacién local de acetaldehido y NADH, sino también al efecto inhibidor
del etanol y acetaldehido sobre la actividad ADH y ALDH, frente a importantes
sustratos enddgenos esenciales para el mantenimiento y la funciéon de tejidos y
6rganos tales como retinoides, productos de la peroxidacion lipidica, serotonina y
catecolaminas y w-hidroxiacidos grasos.
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1 CONSECUENCIAS FISIOLOGICAS DE LA LOCALIZACION
ESPECIFICA DE LA ADH EN TEJIDOS

1.1 Expresion de la ADH en el sistema vascular

ADH4 es el enzima tipico en el sistema vascular de la rata. La histoquimica ha
mostrado actividad ADH4 en el endotelio de la tunica intima y en la capa muscular de
la tinica media. En contraste, ADH1B1 es la responsable de la actividad ADH de
todos los vasos sanguineos humanos analizados (Allali-Hassani y col., 1997).

La funcion fisiologica de la ADH en los vasos sanguineos es probablemente similar
en humano y rata. Ambas clases de ADH son muy activas en la transformacion de
alcoholes y aldehidos, de gran importancia en la proteccion de epitelios y endotelios.
Asi, el metabolismo de retinoides y la eliminacion de los productos de peroxidacién
lipidica son las funciones sugeridas para la ADH en este tejido (Allali-Hassani y col.,
1997). Ambos enzimas pueden oxidar retinol en la via de sintesis del AR, modulador
esencial del desarrollo y mantenimiento de los epitelios (Ang y col., 1996a; Boleda y
col., 1993, Yang y col., 1994). Ademas, se ha sugerido la posible implicacion de los
retinoides en la diferenciacion y envejecimiento de las células musculares (Cremona y
col., 1995), lo que estaria en concordancia con la localizacién de la ADH en la tunica
media de las arterias. Por otra parte, la ADH puede constituir un mecanismo de
defensa frente a los aldehidos citotoxicos generados durante la peroxidacion lipidica
en el tejido vascular (tejido considerablemente oxigenado). La ADH, junto con otros
sistemas enzimaticos como la glutation-S-transferasa (Misra y col., 1995), serian
responsables de la eliminacién de estos productos de peroxidacion, con un importante
papel de proteccion frente a la arterioesclerosis, en la cual la peroxidacion lipidica
parece ser el factor que induce la formacién de la placa arterioesclerética (Palinski y
col., 1989), y aductos formados por 4-hidroxinonenal y lipoproteina se han localizado
en el ateroma (Jurgen y col., 1993).

En cuanto al metabolismo del etanol, ADH1B1 presente en los vasos humanos es
perfectamente capaz de metabolizar el etanol a las concentraciones alcanzadas en
sangre durante el consumo social de alcohol (K, = 0,05 mM, ket = 9 min'1; Bosron y
col., 1983). Ademas de la notable actividad ADH detectada, la extension del sistema
vascular (en humano, el area total ocupada por las paredes vasculares se estima en
500-700 mz) indica una contribucién significativa al metabolismo del etanol cuando
éste estd presente en la sangre. Ademas, los vasos sanguineos humanos podrian
tener una contribucién en el metabolismo de primer paso del etanol. El origen del FPM
es discutido, ya que aunque numerosos experimentos indican un papel de la ADH
gastrica en el FPM (Caballeria y col., 1987; 1989), la cantidad de enzima en este tejido
es baja (Moreno y Parés, 1991; Moreno y col., 1994). Es posible que la ADH de los
vasos pueda oxidar el etanol durante la absorcidon de éste en el estdbmago e intestino y
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durante el primer paso desde las venas a los pulmones, antes de alcanzar la
circulacion general. Sin embargo, aunque la contribucion de la ADH vascular al
metabolismo extrahepatico del etanol y al de primer paso puede ser significativa en
humano, no lo debe ser en la rata, ya que ADH4, a las concentraciones de etanol
experimentales, es practicamente inactiva (Boleda y col., 1989).

La presencia de cierto nivel de metabolismo del etanol en el sistema circulatorio ha
sido interpretada como un mecanismo de prevencidon contra las enfermedades
cardiovasculares a través del mantenimiento de un medio reducido en el vaso y la
minimizacion de la oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad o LDL (Bello y col.,
1994). Sin embargo, también se ha sugerido que algunos de los efectos perjudiciales
del etanol son mediados por un aumento del estrés oxidativo que podria, en parte, ser
originado por el propio metabolismo del etanol, el cual ademas puede generar una
acumulacion de lipidos (Bjorneboe y Bjorneboe, 1993; Kennedy y Tipton, 1990; Lieber,
1994; Srivastava y col., 1994). Adicionalmente, el metabolismo etandlico mediado por
la ADH vascular interferiria con la funcién propuesta para este enzima en la
eliminacion de productos de la peroxidacion lipidica, contribuyendo asi al deterioro
vascular.

Algunos de los efectos del etanol en los vasos sanguineos (Altura, 1984) podrian ser
una consecuencia de su metabolismo, sobretodo a través de la generacién de
acetaldehido in situ. Aunque la concentracién de acetaldehido en sangre es baja
incluso a concentraciones de etanol elevadas, en los vasos sanguineos podria llegar a
ser elevada debido al metabolismo local del etanol, lo que podria explicar los efectos
cardiovasculares del acetaldehido, como la liberacion de catecolaminas (Altura y
Altura, 1982; Kupari y col., 1983). Por otra parte, se ha sugerido que algunos de los
efectos del acetaldehido tales como la estimulaciéon de la liberacidon de prostaciclina
vascular, podrian tomar parte en el efecto protector de un consumo moderado de
alcohol frente algunas complicaciones cardiovasculares (Guivernau y col., 1987). Asi
pues, el metabolismo del etanol por la ADH de los vasos sanguineos aporta un nuevo
mecanismo para explicar los efectos del etanol en el sistema cardiovascular.

1.2 Expresidén y papel fisiolégico de la ADH en el tracto digestivo

Esta Tesis proporciona un estudio detallado sobre la expresion de las formas de ADH
implicadas en el metabolismo del etanol a lo largo del tracto digestivo de la rata. ADH1
y ADH4 se expresan de forma abundante en el tracto, aunque cada clase esta
confinada a regiones y tipos celulares muy concretos en cada regién, y los niveles de
expresion detectados cambian considerablemente entre las diferentes regiones. ADH4
es la forma prominente del tracto digestivo, con niveles de expresion elevados en
lengua, esofago, estobmago y recto, aunque también esta presente en el intestino. El
maximo de actividad se encuentra en el eséfago (10,8 + 3,3 mU/mg proteina), en
concordancia con los resultados publicados en humano (Yin y col., 1997). Por el
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contrario, ADH1 es la forma mayoritaria en intestino, con niveles de actividad maximos
en el colon (5,5 + 0,92 mU/mg proteina), aunque también se ha detectado en la parte
superior del tracto. Los resultados obtenidos por las técnicas de ISH e IHC muestran
que ADH1 y ADH4 se localizan principalmente en la mucosa del tracto. En la parte
superior (eséfago y primera porcidon del estdbmago) e inferior (colon y recto) del tubo
digestivo, el mMRNA de ADH1 esta confinado a la base de la mucosa y a la muscularis
mucosae, mientras que en el intestino se localiza en las células mas expuestas a la
luz del tubo. En contraste, el mMRNA y la proteina correspondiente a ADH4 se
encuentran localizados en la parte de la mucosa mas externa (en contacto con la luz
del tubo digestivo) en todas las regiones estudiadas.

En general, el mMRNA y la proteina colocalizan, a excepcién de la mucosa esofégica,
donde el mMRNA de ADH4 se detecta en las capas de células vivas, mientras que la
proteina también se localiza en la capa queratinizada del epitelio multiestratificado. La
distribucién diferencial del mMRNA y la proteina en los epitelios se ha descrito también
para ADH3 y ADH4 en la mucosa oral y la piel, respectivamente (Haselbeck y col.,
1997a; Hedberg y col., 2000). La precisa colocalizaciéon de las ADHs, tanto del mRNA,
como de la proteina y actividad, demuestra que la proteina ADH se expresa en las
diferentes areas del tracto gastrointestinal donde se detecta el mMRNA. Sin embargo, la
restriccion de la expresion de ADH1 y ADH4 a un relativamente pequefio nimero de
células en algunas regiones del tubo explicaria la dificultad para demostrar su
presencia en los homogeneizados de esas regiones por electroforesis en gel de
almidén (Boleda y col.,, 1989; Julia y col., 1987b) o por transferencia Northern
(Estonius y col., 1993; 1996; Zgombic-Knight y col., 1995a).

En general, los resultados obtenidos concuerdan con los trabajos parciales
previamente publicados acerca de la distribuciéon de la ADH, tanto de la proteina como
del mRNA, en roedores (Boleda y col., 1989; Estonius y col., 1993; Haselbeck y col.,
1997a; Julia y col., 1987b; Tietjen y col., 1994) y en humanos (Estonius y col., 1996;
Parés y Farrés, 1995; Parés y col., 2001; Pestalozzi y col., 1983; Yin y col., 1997). El
presente trabajo es, sin embargo, el mas completo y detallado, y con técnicas mas
sensibles, que, por ejemplo, han permitido la deteccién de ADH1 en estémago,
previamente desconocida.

1.2.1 ADH gastrointestinal y metabolismo del etanol

Los resultados de esta Tesis ponen de manifiesto que diferentes partes del tracto
gastrointestinal pueden oxidar etanol, contribuyendo asi al metabolismo de primer
paso del etanol (FPM) (Caballeria y col., 1987; 1989; Han y col., 1998; Lim y col.,
1993; Oneta y col., 1998). Durante el consumo de alcohol, la parte superior del tracto
gastrointestinal esta expuesta a elevadas concentraciones de etanol (en el tracto
humano se han descrito concentraciones de hasta 0,5 M (Halsted y col., 1973; Li,
1983). ADH4, con una elevada expresién en la parte superior del tubo digestivo y en el
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estdmago, podria ser la responsable de parte de ese FPM, tal y como se ha sugerido
en trabajos anteriores (Moreno y Parés, 1991; Yin y col., 1997). De hecho, en un
estudio con ratones knock-out para ADH4, se ha demostrado que este enzima tiene
una contribucion significativa en el metabolismo global de etanol (Deltour y col.,
1999b). Es interesante remarcar que el etanol es oxidado de forma mas eficiente por
ADH4 humana (Crosas y col., 2000; Farrés y col., 1994), enzima también abundante
en la parte superior del tubo digestivo (presente trabajo; Parés y col. 2001; Yin y col.,
1993). Por lo tanto, su participacion global al metabolismo del etanol podria ser
superior a la ADH4 de la rata, sobre todo a concentraciones moderadas de etanol.

Respecto a ADH1 de rata, que presenta inhibicién por exceso de sustrato a
concentraciones de etanol moderadas (Crabb y col., 1983), se expresa a muy bajos
niveles en estas zonas del tracto superior (0,71 0,28 y 0,90 + 0,45 mU/mg de
proteina en el eséfago y estobmago, respectivamente, Fig. 18) y, en consecuencia, su
contribucion relativa al FPM debe ser insignificante. Sin embargo, la presencia de
ADH1 en capas especificas de la mucosa gastrica de rata, hasta ahora no descrita,
demuestra una cierta contribucion en el metabolismo extrahepatico a bajas
concentraciones de etanol.

Por otro lado, la concentracion alcanzada en la célula intestinal después de la
ingestion de alcohol es aproximadamente igual a la de la sangre (Halsted y col., 1973;
Levitt y col., 1982) y demasiado baja para poder saturar a ADH4 de rata (Boleda y col.,
1989). Asi pues, ADH1, mayoritaria en el intestino, sera la principal responsable de
metabolizar el etanol a esas bajas concentraciones. La ALDH2, que oxida
eficientemente el acetaldehido, esta también presente en la mucosa y la capa
muscular del intestino (Parés y Farrés, 1995; Yin y col., 1997). Asi, la colocalizacion
de ambos enzimas, ADH1 y ALDH2, sugiere un metabolismo activo del etanol en esta
regiéon del tubo digestivo, ademas del desarrollado por los microorganismos
intestinales (Nosova y col., 1996; Salaspuro, 1996). La pareja ADH1-ALDH2, en el
estbmago e intestino, debe ser la responsable del metabolismo de alcoholes y
aldehidos de cadena corta, tanto ingeridos como producidos por los microorganismos
intestinales, y compuestos enddgenos. La actividad ADH1 es elevada en el colon (5,5
1+ 0,92 mU/mg de proteina, Fig. 18). Debe ademas sefalarse que la flora microbiana
de esta zona es la mayor fuente de etanol endégeno en los mamiferos (Baraona y
col., 1986; Fisher, 1988), el cual podria ser, en parte, eliminado por ADH1, con
elevada expresion es esta area del intestino grueso.

En el intestino de rata, cabe esperar que ADH4 tenga una contribucién insignificante
en la desintoxicacion del alcohol ingerido (Crosas y col., 2000; Farrés y col., 1994).
Este enzima podria estar implicado en la oxidacion de otros alcoholes y en la
reduccién de los aldehidos citotoxicos de la peroxidacion lipidica como el 4-
hidroxinonenal y el hexanal (Boleda y col., 1993), tal y como se expone en el apartado
siguiente.
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1.2.2 ADH gastrointestinal y peroxidacién lipidica

ADH1 y ADH4 reducen aldehidos derivados de la peroxidacion lipidica (Allali-
Hassani y col., 1998; Boleda y col., 1993). La mucosa digestiva de las partes mas
externas del tracto gastrointestinal, estd expuesta a oxigeno y, por lo tanto, es un lugar
de activa peroxidacion lipidica (Salas y col., 1999). En referencia a esta ultima funcion,
ALDH3, también activa con aldehidos citotoxicos (Canuto y col., 1994; Lindahl y
Petersen, 1991; Yin y col., 1993), colocaliza con ADH4 en la cavidad bucal, eséfago y
estomago (Parés y Farrés, 1995) y en la region colorectal (Yin y col., 1994). Por tanto,
ADH4-ALDH3, ambas con una amplia especificidad de sustrato (Boleda y col., 1993;
Sophos y col., 2001), actuarian en concierto en la eliminacion de xenobidticos y
compuestos derivados de la peroxidacion lipidica (Boleda y col., 1993; Yin y col.,
1993).

El etanol causa estrés oxidativo, incrementando la peroxidacion lipidica y, en
consecuencia, aumenta la concentracion de aldehidos citotdxicos en los tejidos del
tracto gastrointestinal (Mufti y col., 1993; Salas y col., 1999). Este aumento seria mas
significativo como consecuencia de la inhibicion competitiva por etanol de la capacidad
de ADH para metabolizar estos aldehidos derivados de la peroxidacion lipidica.

1.2.3 ADH gastrointestinal y metabolismo de retinoides

Numerosos estudios han demostrado que el AR tiene una funcién en el mantenimiento
de los epitelios, a través del control de la proliferacién y diferenciacion celulares
(Gudas, 1994; Love y Gudas, 1994; Jetten, 1984). La expresién de ADH1 y ADH4 en
varios tipos celulares de la mucosa del tracto gastrointestinal y su colocalizacién con
RALDH1 (o ALDH1), RALDH2 (Bhat, 1998; Duester, 2001; Frota-Ruchon y col., 2000;
Haselbeck y col., 1999; Napoli, 1999; Parés y Farrés, 1995) y RALDH3 (Duester,
2001), y con toda la maquinaria molecular implicada en el metabolismo y accion del
AR (Crow y Ong, 1985; Dew y Ong, 1994; Dowlatshahi y col., 1984; Inagami y Ong,
1992; Kato y col., 1992; Ong y col., 1991; Schaefer y col., 1989; Shyu y col., 1995),
sugiere una funcion de estos enzimas en la sintesis de AR necesaria para la
proliferacion, diferenciacion y maduracion celular de los epitelios del tracto,
especialmente el de la mucosa oral, esofagica e intestinal.

Por otra parte, el B-caroteno, absorbido por los enterocitos de la mucosa intestinal,
es escindido enzimaticamente generandose dos moléculas de retinal (Wyss y col.,
2001). Por tanto, ADH1 (K, = 13 uM; kea/Krn = 500 mM™".min”' para el retinal; Boleda y
col., 1993) y ADH4 (K, = 12 uM; koK = 1750 mM™.min™ para el retinal; Boleda y col.,
1993), detectadas en estas células, podrian estar implicadas en la via de reduccion
que genera retinol, el cual una vez producido es inmediatamente esterificado,
favoreciéndose la reaccion de la ADH en el sentido de la reduccion.
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1.2.4 ADH gastrointestinal y la patologia alcohdlica

Durante el consumo de alcohol, la parte superior del tracto digestivo esta expuesta a
elevadas concentraciones de etanol (Halsted y col., 1973; Li, 1983), que pueden ser
metabolizadas por ADH4 vy, en pequefia cantidad, por la flora bacteriana orofaringea
(Pikkarainen y col., 1979). La ALDH2 esta presente, a bajos niveles, en lengua y
estdbmago y no se expresa en eséfago (Dong y col., 1996; Koivisto y Salaspuro, 1996;
Parés y Farrés, 1995; Yin y col., 1993; 1997), por lo que elevados niveles de
acetaldehido pueden acumularse en el compartimento intracelular, lo que puede ser
causa de los efectos adversos del etanol en esas areas del tracto digestivo: esofagitis,
gastritis y cancer (Tabla 6 de la Introduccion).

En el estdbmago, el numero de células parietales (secretoras de acido clorhidrico),
con elevada expresion ADH1, disminuye considerablemente en ratas tratadas con
alcohol, lo que podria relacionarse con el menor contenido en &cido de las
secreciones gastricas en los alcohdlicos (de Oliveira y col., 1988). Por otra parte, la
administracién cronica de alcohol produce un descenso significativo en el nimero de
células que contienen serotonina, localizadas en la parte media inferior de la region
pilérica del estdbmago y en el intestino (Todorovic y col., 1993), donde hemos
encontrado expresion de ADH1. Este enzima es activo en la reduccion del
5-hidroxiindol-3-acetaldehido a 5-hidroxitriptofol en el catabolismo de la serotonina
(Some y col.,, 1997; 2000; Svensson y col., 1999b), etapa que se ve favorecida
durante el consumo de alcohol por aumento de la concentracion de NADH (Some y
col., 1997; 2000). La localizacion intestinal de ADH1 y su implicacion en el catabolismo
de la serotonina pueden estar relacionado con el desequilibrio generado por el etanol
y sus efectos deletéreos en ciertas células gastrointestinales y, en consecuencia, con
alteraciones gastrointestinales como la diarrea, que ha sido asociada con una
alteracion del metabolismo de la serotonina por el etanol en el intestino (Helander y
Some, 2000).

En el intestino, el etanol daha la mucosa causando hemorragias, erosiones y
vellosidades mas cortas en el yeyuno e ileon (Baraona y col., 1975). También se han
descrito dafos en la funciéon de absorcion del intestino y diarrea durante el consumo
cronico de alcohol. Todas estas alteraciones estan asociadas a una disminucion
significativa de la integridad de la mucosa intestinal (Mazzanti y Jenkins, 1987; Rubin y
col., 1972). Los resultados de esta Tesis predicen un metabolismo de etanol
significativo en la mucosa intestinal, y la consecuente generacion de acetaldehido. La
comparacion de los efectos de etanol y acetaldehido sobre el intestino de rata,
demuestra que este ultimo interfiere en mayor grado con la permeabilidad, fluidez y las
funciones de transporte de las membranas del borde estriado de las células
intestinales (Tillotson y col., 1981). Ademas, los desoérdenes del colon relacionados
con el etanol como son la diarrea y el cancer colorectal (Seitz y col., 2001), se han
asociado a una elevada concentracion de acetaldehido en esta region del intestino
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(Jokeleinen y col., 1996), la cual es una zona rica en ADH1 (Fig. 18), con
relativamente baja actividad de ALDH2 (Koivisto y Salaspuro, 1996; Yin y col., 1994) y
con una adicional generacion de acetaldehido de origen microbiano (Baraona y col.,
1986; Koivisto y Salaspuro, 1996; Nosova y col., 1996; Salaspuro, 1996).

El consumo crénico de alcohol es un importante factor de riesgo de cancer en la
parte superior del tracto (oral, de faringe y esofagico), asi como de la regién colorectal
tanto en humanos como en rata (Franceschi y La Vecchia, 1994; Kune y Vitteta; 1992;
Longnecker, 1995; Seitz y col., 1992; 2001; Thomas, 1995), aunque la etiopatogenia
todavia no esta clara. Varios estudios han relacionado la aparicion de cancer en estas
zonas con una hiperregeneracion celular de la mucosa ante la exposicion crénica al
alcohol, lo que se traduce en un incremento notable de la proliferacién celular
(Simanowski y col., 1994; 1995). Se ha sugerido que el acetaldehido, al provocar
lesion de la mucosa, seria el origen y la causa de este aumento compensatorio de la
proliferacion celular. Otros trabajos sugieren que la reducciéon de los niveles de
vitamina A puede tener importancia en la proliferacién de varios tipos de tumores y
que las alteraciones en el metabolismo de retinoides estan relacionadas con la
carcinogénesis (Love y Gudas, 1994; Seitz y col., 2001). Recientemente, se ha
detectado formacion de AR dependiente de NAD" a partir de todo-trans-retinol en la
mucosa esofagica, gastrica y colorectal, y que esta es inhibida por el etanol,
acetaldehido y algunos bloqueadores de los receptores de histamina como la
ranitidina y la cimetidina (Crabb y col., 2001; Yokoyama y col., 2001). También hemos
encontrado ADH4 en la mucosa esofagica humana. La inhibicion de la actividad retinol
deshidrogenasa por etanol de la ADH4 humana, presenta una Ki del orden de 6-10
mM (Allali-Hassani y col., 1998), de manera que concentraciones facilmente
alcanzadas por un consumo social de alcohol (del orden de 5-50 mM) ya bloquean la
oxidacién del retinol via ADH, tanto in vitro (Allali-Hassani y col., 1998; Han y
col.,1998) como in vivo (Yokoyama y col., 2001). Este hecho sugiere que la actividad
retinol deshidrogenasa de la ADH podria resultar inhibida en presencia de etanol.
Alternativamente, o como mecanismo adicional, el acetaldehido derivado de su
metabolismo podria también interferir en la oxidacién catalizada por ALDH1 (o
RALDH1, Duester y col., 2000) y RALDH2—ambas detectadas en diferentes areas del
tracto. En consecuencia, proponemos que la alteraciéon de la formacion de AR por el
etanol y/o acetaldehido podria ser una explicacion alternativa para la patogénesis
alcohdlica en la mucosa digestiva y el aumento de la proliferacion celular, con una
elevada incidencia de neoplasia en el esé6fago y la regién colorectal de los alcohdlicos.
En este sentido, la forma fisiolégicamente inactiva de ALDH2 en orientales es un
factor de riesgo en la generacién de cancer esofagico y colorectal en los alcohdlicos,
lo que sugiere un papel importante del acetaldehido en la carcinogénesis (Seitz y col.,
2001).
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1.3 Papel fisiolégico de ADH1 y ADH4 en el cerebro adulto de rata

Numerosos estudios han sugerido la presencia de ADH en el SNC. Sin embargo, son,
en general, ambiguos ya que las metodologias utilizadas no permitian identificar las
formas enzimaticas presentes, estimar sus niveles, ni determinar su precisa
localizacion. Tan solo se ha demostrado de forma inequivoca la presencia de ADH3
en el cerebro de rata y humano (Giri y col., 1989; Mori y col., 2000). La presencia de
otras ADHs no se habia demostrado, ni por métodos bioquimicos clasicos
(Beisswender y col., 1985, Boleda y col.,, 1989) ni por analisis de transferencia
Northern (Estonius y col., 1993, 1996; Zgombic-Knight y col., 1995a).

Los resultados de esta Tesis confirman de nuevo la dificultad en detectar mRNA o
proteina de las diferentes clases de ADH. Asi, la determinacion de la actividad ADH,
por ensayos de actividad o por electroforesis en gel de almidén, ha demostrado tan
solo la presencia de ADH3 en todas las regiones del SNC estudiadas, pero no de los
enzimas que oxidan etanol: ADH1 y ADH4. Trabajos publicados en los afos 70
demostraron la presencia de actividad ADH en homogeneizados de cerebro de rata,
mediante un ensayo enzimatico acoplado que permitia la regeneracion del coenzima.
Esta metodologia incrementaba notablemente la actividad del enzima y permitio
detectar la actividad en el cerebro, donde otros no lo habian logrado por los métodos
de andlisis clésicos (Raskin y Sokoloff, 1968; 1972; 1974). En 1975, Tabakoff y von
Wartburg, aislaron una ADH de cerebro de rata con un comportamiento muy similar al
de la ADH hepatica. Gracias a este sistema acoplado, que incrementaba unas 50
veces la sensibilidad del método espectrofotométrico estandar, se determind una
actividad de 0,45 mU/g de cerebro (Tabakoff y von Wartburg, 1975). Este dato
concuerda con el hecho de que nosotros no hayamos podido detectar actividad ADH
en el cerebro, ya que el limite inferior de actvidad mediante el ensayo estandar llevado
a cabo en nuestro laboratorio es de 0,5 mU/g de tejido.

El desarrollo y puesta a punto de la técnica de hibridacién in situ ha permitido la
deteccion de ADH1 y ADH4 en regiones especificas del cerebro adulto de rata. Los
resultados obtenidos indican que el patron de expresion de ADH1 y ADH4 es diferente
para cada uno de ellos y, a su vez, esta confinado a ciertos tipos celulares de regiones
especificas del SNC. De las zonas estudiadas, ambas clases de ADH se localizan
principalmente en la corteza cerebelar, formacion hipocampal y en ciertas neuronas de
la corteza cerebral de los Iébulos frontal, piriforme, temporal y occipital. Estos
resultados concuerdan con los descritos por escasos y parciales trabajos previos que
muestran la presencia de enzima ADH (presumiblemente ADH1), mediante
inmunohistoquimica, en algunas neuronas de la corteza cerebral y en el cerebelo de
rata (Kerr y col., 1989) y humano (Buhler y col., 1989). Esta precisa colocalizacion del
mRNA vy la proteina, junto con los resultados obtenidos mediante transferencia
Western e histoquimica, sugieren que la ADH activa debe estar presente en las
regiones donde hemos encontrado mRNA por ISH. La restriccién de la ADH a un

145



Discusioén

pequefo y concreto numero de neuronas del SNC explicaria la gran dificultad en
demostrar la presencia de ADH en homogeneizados de cerebro entero o de regiones
nerviosas, por métodos bioquimicos clasicos como son la espectrofotometria y la
electroforesis (Beisswender y col., 1985, Boleda y col., 1989) o por transferencia
Northern (Estonius y col., 1993, 1996; Zgombic-Knight y col., 1995a), de forma que la
proteina o el mensajero quedarian diluidos en el gran volumen de tejido que no
presenta expresion de ADH.

1.3.1 ADH de cerebro y metabolismo del etanol

El etanol penetra con facilidad en el cerebro, cuya capacidad para metabolizarlo es
objeto de debate desde hace tiempo (Zimatkin y Deitrich, 1997). Una cuestion crucial
es saber si en el tejido nervioso pueden alcanzarse concentraciones relevantes de
acetaldehido. El acetaldehido derivado del metabolismo del etanol periférico penetra
con dificultad desde la sangre hacia el cerebro debido a la barrera metabdlica
representada por la ALDH en las meninges, ventriculos y vasos sanguineos. Los
niveles de acetaldehido han de ser muy elevados en sangre para poder detectarlo en
el fluido cerebroespinal o en el tejido nervioso (Sippel, 1974; Westcott y col., 1980).
Por lo tanto, la posibilidad de un metabolismo activo del etanol en el cerebro y la
consecuente formacién local de acetaldehido es una cuestion esencial. Nuestros
resultados evidencian la existencia de diferentes puntos del SNC donde podria
oxidarse el etanol por accion de la ADH vy, por tanto, generarse acetaldehido. Las
propiedades cinéticas de la ADH1 de rata predicen que esta forma puede oxidar
eficientemente el etanol a las bajas concentraciones alcanzadas en el cerebro
después de la ingestién oral. Ademas, ALDH2, principal responsable de la oxidacién
del acetaldehido (Tipton y col., 1989), se ha descrito en los mismos tipos celulares que
ADH1 (Zimatkin y col., 1992). La colocalizacion de ADH1 y ALDH2 sugiere un
metabolismo activo del etanol en determinadas areas del cerebro adulto tales como
cerebelo, corteza cerebral y formacion hipocampal. El hecho de que estas zonas ricas
en ADH1 sean mas vulnerables al dafio neuronal frente el abuso del alcohol
(Bengochea y Gonzalo, 1990; Eckardt y col., 1998; Hunt y Nixon, 1993; Pentney,
1993; Walker y col., 1993), podria ser debido a la produccion endégena de
acetaldehido. Es posible que el acetaldehido producido durante el metabolismo del
etanol por la ADH, en localizaciones concretas y de forma transitoria en el SNC,
pudiese mediar los efectos de refuerzo, neurotoxicidad y otros, atribuidos al abuso del
alcohol (Eckardt y col., 1998). De hecho, se ha descrito degeneracién en cerebelo,
hipocampo y corteza después de la administracion de acetaldehido en el cerebro de
rata (Nakamura y col., 2000; Rintala y col., 2000). Por lo tanto, cabe esperar que
frente al consumo crénico del alcohol, la ALDH podria no ser capaz de eliminar ese
exceso de acetaldehido producido en esas zonas por la ADH1, que junto a un
aumento de la produccion de NADH podrian causar el dafio y la muerte celular
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(Lieber, 1997). Ademas, recientemente, se ha descrito que el acetaldehido inhibe la
induccién de la potenciacion a largo plazo (LTP) en la circunvolucion dentada (Abe y
col.,, 1999). Este acetaldehido, de acuerdo con nuestros resultados, podria ser
generado por la ADH1 después de la ingestién de etanol.

Por otra parte, hemos demostrado por primera vez, la expresion de ADH4 en el
cerebro de rata. Aunque se ha descrito una contribucion significativa de ADH4 de
ratén en el metabolismo del etanol in vivo (Deltour y col., 1999b), la contribucién de
ADH4 en la oxidacién del etanol en el cerebro es probablemente menor a la de la
ADH1, tal y como predicen sus constantes cinéticas (K, = 2,4 M). La concentracion de
etanol en sangre que alcanza el cerebro después de la ingestion oral es baja (no
mayor de 50 mM), insuficiente para poder saturar el enzima (Boleda y col., 1989;
Farrés y col., 1994). Sin embargo, la ADH4 humana oxida el etanol de manera mas
eficiente que la de rata (K, = 37 mM), por lo tanto, su localizacion en zonas concretas
del SNC humano, como en el cerebelo donde la hemos detectado por ISH, podria
tener un papel significativo en la oxidacion del alcohol.

ADH4 podria estar involucrada en la transformaciéon de alcoholes y aldehidos de
cadena larga (Boleda y col., 1993) y en la reduccion de los aldehidos citotoxicos
generados en la peroxidacion lipidica (Allali-Hassani y col., 1998; Boleda y col., 1993),
ambas funciones de gran importancia para el cerebro. De hecho, se ha descrito que la
ingestion de etanol activa la peroxidacion lipidica y la formacién de radicales libres en
el cerebro, especialmente en el cerebelo (Montoliu y col., 1994; 1995). Este proceso
genera aldehidos biolégicamente muy activos, tales como el 4-hidroxinonenal vy
hexanal (Esterbauer y col., 1991), que podrian ser metabolizados y eliminados por
ADH4 (Allali-Hassani y col.,, 1998; Boleda y col.,, 1993) y la ALDH citosdlica
(probablemente ALDH1) que también se ha detectado en estos tipos celulares del
SNC.

1.3.2 ADH de cerebro y metabolismo de retinoides

El cerebro adulto de mamifero puede oxidar retinol y retinal para generar AR, siendo la
sustancia gris cerebral, el cerebelo, las meninges, el hipocampo y la corteza cerebral
los tejidos con la actividad mas elevada (Connor y Sidell, 1997; Dev y col., 1993;
Werner y Deluca, 2002). En la presente Tesis, se ha observado la presencia de ADH
en estas y otras regiones especificas y tipos celulares muy concretos del cerebro
adulto, en los que también se han descrito los componentes especificos involucrados
en la homeostasis del AR y en el metabolismo y la funcion de los retinoides. Asi, se
han localizado proteinas de uniéon a retinoides [CRBP y CRABP de tipo | y I
(MacDonald y col., 1990; Zetterstrom y col., 1994; 1999)], receptores especificos para
el AR [los RAR y los RXR (Krezel y col., 1999; Cullingford y col., 1998)] y los enzimas
involucrados en la oxidorreduccion del retinal [ALDH1 (Dockham y col., 1992;
McCaffrey y col., 1993; Picklo y col., 2001; Zimatkin y col., 1991; 1996) y RALDH2

147



Discusioén

(McCaffrey y col., 1999; Yamamoto y col., 1996; 1998)]. Por tanto, la colocalizacién de
la ADH con el aparato bioquimico asociado a la respuesta y al metabolismo del AR,
sugiere que la ADH también debe tener una importante funcién en la via de
produccion del AR. Aunque se ha detectado una retinol deshidrogenasa microsomal
en el cerebro (Chai y col.,, 1995; 1996), hasta el momento no se ha descrito con
exactitud su localizacidn ni su contribucion a la oxidacion del retinol en este tejido. Por
otra parte, la ADH es aproximadamente 100 veces mas eficiente en la oxidacion del
retinol que la retinol deshidrogenasa microsomal (Duester, 1996).

1.3.2.1 Posible papel de la ADH en la plasticidad neuronal y la neurogénesis

La plasticidad neuronal, representada por la potenciacion a largo plazo (LTP) y la
depresion a largo plazo (LTD) (Cain, 1997; Chen y Tonegawa, 1997), es considerada
un mecanismo celular esencial en los procesos de memoria y aprendizaje. Este
fenémeno tiene lugar principalmente en la formacion hipocampal (hipocampo vy
circunvolucion dentada), y también en el neocértex y el cerebelo (Bear y Kirkwood,
1993; Brown y col., 1988; Cain, 1997; Chen y Tonegawa, 1997; Teyler y col., 1989),
todas ellas regiones donde hemos observado expresién de la ADH. La plasticidad
neuronal es un importante fendmeno regulado por el AR (Chiang y col., 1998;
Etchamendy y col., 2001; Misner y col., 2001). Asi pues, en el cerebro los retinoides
estan relacionados con importantes funciones cognitivas como la LTP. La presencia
de ADH1 y ADH4 en las regiones cerebrales responsables de la plasticidad sinaptica,
sugiere su implicacion en esta importante funcién a través de la via de sintesis del AR
en la que participarian. En este sentido, varios trabajos describen que el etanol inhibe
la LTP incluso a bajas concentraciones (Blitzer y col., 1990; Givens y McMahon, 1995;
Peris y col.,, 1997). Esta inhibicion podria ser debida, como se ha comentado
anteriormente, al acetaldehido generado por la ADH de estas regiones (Abe y col.,
1999), aunque también a la inhibicion de la oxidacion del retinol por la ADH en
presencia de etanol.

La neurogénesis es otra importante funcion que se ha descrito recientemente en el
SNC adulto en las regiones donde hemos encontrado ADH, tales como la
circunvolucion dentada de la formacion hipocampal y ciertas zonas de la corteza
(Eriksson y col., 1998; Gage y col., 1998; Kilpatrick y col., 1995; Magavi y col., 2000).
Tanto el AR como las neurotrofinas juegan un importante papel en la neurogénesis
durante el desarrollo, pero el mecanismo que regula la diferenciacion de la progenie
de las células madre del SNC adulto no esta todavia bien caracterizado.
Recientemente, se ha demostrado que el AR participa en el proceso de neurogénesis
del adulto (Takahashi y col., 1999; Wohl y Weiss, 1998). Por tanto, podria ser que la
ADH presente en estas zonas participase en la sintesis de AR necesario para la
diferenciacion de nuevas células neuronales.
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1.3.2.2 Barrera hematoencefalica y ADH

El mRNA de ADH4 y ADH1 se ha localizado en los sistemas ventricular y vascular
asociados al cerebro, tales como las meninges que rodean el cerebro y cerebelo, en
los plexos coroideos del tercer y cuarto ventriculo, en los ependimocitos que cubren
las paredes de estos ventriculos y en el endotelio de los capilares sanguineos. Estos
resultados sugieren una funcion de este enzima en la barrera hematoencefalica. De
hecho, la ALDH citosélica (probablemente ALDH1) ha sido también detectada en
estos tejidos (Zimatkin y col., 1991). Una vez mas, la colocalizacion de la ADH y la
ALDH sugiere que estos enzimas podrian actuar, en una via metabdlica comun, como
barreras metabdlicas en el SNC frente a alcoholes y aldehidos: la barrera entre la
sangre y el fluido intersticial, por su presencia en el endotelio de los capilares que
penetran en la sustancia cerebral; la barrera entre la sangre y el liquido
cefalorraquideo representada por la ubicacidon en los plexos coroideos de los
ventriculos; y la barrera entre el plasma y el tejido nervioso por la localizacién de estos
enzimas en los ependimocitos de las paredes de los ventriculos.

En el adulto, el AR parece tener una importante funcion en la regulacion de la
produccion de liquido cefalorraquideo en los plexos coroideos y su reabsorcién en el
espacio aracnoideo (Corey y Hayes, 1972). Por lo tanto, la sintesis de AR en los
plexos coroideos puede representar un factor en la regulacion autocrina de la
produccion de liquido cefalorraquideo. El AR, actuaria una vez mas, regulando la
expresion de proteinas, sintetizadas por los plexos coroideos y presentes en el liquido
cefalorraquideo, esenciales para la funcion nerviosa adulta, como diversos factores de
crecimiento y neurotrofinas (Cuevas y col., 1994; Diaz-Ruiz y col., 1993). Ademas, los
plexos coroideos, como las meninges, contienen altos niveles de retinal
deshidrogenasa (RALDH2) (Yamamoto y col., 1996; 1998) y otros componentes
implicados en el metabolismo y accion del AR (MacDonald y col., 1990). Las meninges
presentan una elevada capacidad de sintetizar AR (Dev y col., 1993). Por lo tanto, la
presencia de ADH1 y ADH4 en los plexos coroideos y en las leptomeninges, podria
tener relacion con la funcion retinol deshidrogenasa de ambas clases, en la regulacién
de la sintesis de AR.

1.3.3 ADH de cerebro y metabolismo de las monoaminas

La ADH1 cataliza la oxidorreduccién in vitro de los metabolitos derivados de la
dopamina y el 5-HTOL (Mardh y col., 1985; 1986; Consalvi y col., 1986). La dopamina
esta involucrada en importantes funciones que incluyen el movimiento, la atencion y el
aprendizaje (Heap y col.,, 1995). En relacion con el aprendizaje asociado al
hipocampo, se sabe que las neuronas piramidales del area CA1 contienen receptores
dopaminérgicos. Por lo tanto, la presencia de ADH1 en estas células puede estar
relacionada con la regulacién de la concentracion de dopamina y, en consecuencia, de
las funciones especificas asociadas a esas neuronas. Por otra parte, el catabolismo
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de la serotonina es otro buen ejemplo de un sistema sensible al etanol. La localizacién
de ADH1 en estas zonas especialmente vulnerables a la accion del etanol en el SNC
sugiere que el desequilibrio del metabolismo de estas aminas sea una posible causa
de los efectos deletéreos del etanol.

1.4 Posibles funciones de ADH4 en los tejidos oculares

Los resultados obtenidos en esta Tesis han demostrado la presencia de ADH4 en
diferentes tejidos oculares (Tabla 13 de Resultados).

1.4.1 Funcién de ADH4 como 11-cis-retinol deshidrogenasa en el ciclo
visual

La deteccidn de expresion de ADH4 en el epitelio pigmentado de la retina sugiere la
participacion de este enzima en el ciclo visual. El ciclo visual es basicamente un
proceso ciclico en el que se produce la conversion del 11-cis-retinal a todo-trans-
retinal, por accion de la luz, y la posterior regeneracién del 11-cis-retinal en la
oscuridad (Fig. 66). Los eventos moleculares que constituyen el ciclo visual tienen
lugar principalmente en dos tipos celulares de la retina: las células del epitelio
pigmentado y los segmentos externos de los fotorreceptores (conos y bastones)
(Saari, 1999) (Fig. 66). Hasta el momento, s6lo se ha propuesto a la 11-cis-retinol
deshidrogenasa, RDH5, miembro de la familia de las SDR, como enzima responsable
de la produccion del 11-cis-retinal en la retina (Simon y col., 1995). Estudios genéticos
han probado que mutaciones en la RDH5 podrian estar relacionadas con la ceguera
nocturna congénita (fundus albipunctatus), 1o que evidencia su participacion directa en
la visién (Cideciyan y col., 2000; Gonzéalez-Fernandez y col., 1999; Yamamoto y col.,
1999). Sin embargo, estudios con animales knockout para este enzima, demuestran
que otros enzimas deben asegurar el funcionamiento de la via de sintesis de 11-cis-
retinal (Jang y col., 2001).

La actividad ADH4 detectada por nuestro grupo, mediante ensayos de actividad y
electroforesis de almidon en homogeneizados de retina, hacia pensar en su posible
implicacion en el ciclo visual (Julia y col., 1983; Parés y col., 1985). Ahora, ademas, la
localizacion especifica de ADH4 en el epitelio pigmentado de la retina por ISH e IHC, y
su elevada eficiencia catalitica frente al 11-cis-retinol (K, = 28 uM; K¢/ Ky = 9739 mM’
" min”, Martras y col., articulo en preparacién) apoyan el posible papel de esta ADH
en esta etapa critica del ciclo visual. ElI 11-cis-retinol se encuentra en cantidad
suficiente para ser preferentemente procesado por ADH4 (Vax/Ki= 83,9 nmol/min por
mg de proteina) que es 24 veces mas eficaz que RDH5 (Vpax/Kin= 3,5 nmol/min por
mg de proteina; Wang y col., 1999).
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1.4.2 Funcion de ADH4 como todo-trans-retinol deshidrogenasa en los
tejidos oculares

La colocalizacion de ADH4, junto con otros enzimas, receptores y proteinas
relacionadas con el metabolismo y accion de los retinoides, en los tejidos oculares
sugiere varias implicaciones fisiologicas del enzima a través de su actividad todo-
trans-retinol deshidrogenasa en la sintesis de AR: 1. En la coérnea, con el
mantenimiento del epitelio y de la funcidén corneal; 2. La localizacién en la coroides
esta probablemente asociada al control del crecimiento esclerético; 3. En el cuerpo
ciliar, con el control de la composicién del humor acuoso a través de la regulacion de
la expresion de proteinas especificas; 4. En el epitelio pigmentado de la retina estaria
relacionada, por una parte, con la producciéon suplementaria del fotopigmento 11-cis-
retinal a través de la generacion asociada a la proteina RGR unida al todo-frans-
retinol, y por otra, con la promocién de la diferenciacion de los fotorreceptores; y 5. En
las capas de la retina restantes, con la cascada de transduccion de senal del AR que
controla el desarrollo del ojo en adulto.

En la cérnea, hemos detectado ADH4 en el epitelio escamoso estratificado y en la
monocapa de células endoteliales, localizacién que sugiere una funcion como retinol
deshidrogenasa en la sintesis del AR, imprescindible para el mantenimiento de estos
tejidos. También, hemos detectado ADH4 en la coroides, asociada con otros
componentes implicados en la sintesis de AR (Chen y col., 1999; Fischer y col., 1999).
Ademas, se ha encontrado ADH4 en el cuerpo ciliar que es el encargado de la
fabricacion y reabsorcion del humor acuoso, de composicion similar al liquido
cefalorraquideo. El cuerpo ciliar es una estructura con un epitelio cubico, muy
vascularizada y similar a la de los plexos coroideos de los ventriculos cerebrales. La
presencia de ADH4 en el cuerpo ciliar hace pensar en una funcién retinol
deshidrogenasa y de barrera metabdlica frente a alcoholes y aldehidos, al igual que en
el cerebro.

Recientemente, se ha demostrado la sintesis de todo-trans-retinal en las células del
epitelio pigmentado de la retina, el cual unido a la proteina G de retina acoplada a
receptor (RGR), es isomerizado a 11-cis-retinal por efecto de la luz. La existencia de
esta nueva via de generacion del croméforo 11-cis-retinal y la demostracion de su
importancia en el ciclo visual por estudios genéticos (Morimura y col., 1999; Yang y
Fong., 2002), abre una nueva via de participacion de ADH4. Asi, ADH4 podria estar
implicada, también, en la generacién de todo-trans-retinal—a partir de todo-trans-
retinol—en el epitelio pigmentado (Fig. 66). También se ha encontrado expresion de la
proteina RGR en las células de Miller (Jiang y col., 1993; Pandey y col., 1994).
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Figura 66. Dibujo esquematico del ciclo visual de los fotorreceptores de vertebrados. La
reacciones ocurren en dos tipos celulares, las células del epitelio pigmentado (RPE) y los
segmentos externos de los fotorreceptores (ROS). Se indican las reacciones donde podria
participar la ADH4. G*, via de transduccién de sefial asociada a proteina G activada por la RGR;
ISOM, isomerohidrolasa; LRAT, lecitina-retinol aciltransferasa; c-Ral, 11-cis retinal; t-Ral, todo-
trans retinal; c-Rol, 11-cis retinol; t-Rol, todo-trans retinol; cRDH, 11-cis-retinol deshidrogenasa;
tRDH, todo-trans-retinol deshidrogenasa; prRDH, retinol deshidrogenasa de fotorreceptores;
RE, ésteres de retinol; REH, hidrolasa de ésteres de retinol; RGR, proteina G de retina acoplada
a receptor (modificado de Saari, 1999; Yang y Fong., 2002).

La presencia de RGR sugiere la sintesis de todo-trans-retinal en esta capa de la
retina, que seria generado a través de la oxidacion del todo-trans-retinol catalizada por
ADH4 presente en esta capa, tal y como hemos descrito en esta Tesis. Asi mismo, la
deteccion de la expresion de ADH4 en otras capas de la retina, tales como la capa
nuclear externa, la capa nuclear interna, la capa plexiforme interna y la capa celular
ganglionar, colocaliza con la presencia de otros componentes implicados en el
metabolismo y transduccion de sefial del AR (Bossenbroek y col., 1998; Fischer y col.,
1999), sugiriendo la activa participacion de ADH4, también, en este proceso.

Niveles adecuados de vitamina A son esenciales para la diferenciacion y el
mantenimiento de las diferentes poblaciones celulares tales como las células
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epiteliales, fibras nerviosas y células nerviosas (Amemiya, 2000). Asi, la elevada
expresion de ADH4 en los diferentes tejidos del globo ocular sugiere que este enzima
podria jugar un importante papel en el mantenimiento de los niveles de retinoides,
necesario para el buen funcionamiento de estos tejidos.

1.4.3 Funcion protectora de ADH4 frente a la peroxidacion lipidica

La formacion de radicales libres y productos de peroxidacion lipidica se ha asociado a
diversas patologias oculares (Babizhayer y Costa, 1994; Verdejo y col., 1999; Veriac y
col. 1993). Recientemente, se han demostrado niveles significativos de metabolitos
como malondialdehido y 4-hidroxinonenal en el nervio 6ptico, la retina-coroides y la
cornea (Pinazo-Duran y col., 1995; 1999). La localizacion de ADH4 en el epitelio
escamoso estratificado y en la monocapa de células endoteliales de la cérnea, sugiere
una funcion protectora frente al estrés oxidativo generado en la capa mas cercana al
medio externo, implicada en la desintoxicacion de productos de la peroxidacion
lipidica. De la misma forma, ADH4 en la retina, coroides y nervio éptico, podria estar
también implicada en esta funcion.

Por otra parte, los radicales libres y los productos de peroxidacion lipidica generados
durante el consumo o exposicion al alcohol, podrian estar implicados en los
mecanismos de accién del alcohol en el globo ocular y una de las causas de la
neuropatia Optica asociada al alcoholismo. Estudios en modelos animales de
intoxicacion alcohdlica cronica, han mostrado que el alcohol induce la formacion de
radicales libres en el globo ocular y que las estructuras mas afectadas en esta sentido
son, de nuevo, el nervio optico, la retina-coroides y la cérnea (Pinazo-Duran y col.,
1999). Asi pues, la expresion de ADH4 en estas capas del globo ocular podria estar
relacionada con la desintoxicacion de los productos de peroxidacion tanto en
condiciones normales como durante la intoxicacion etilica. El nervio 6ptico y la retina
muestran los mayores niveles de peroxidacion lipidica y se ha demostrado que los
radicales libres podrian contribuir a las alteraciones ultraestructurales que provoca la
intoxicacion alcohdlica crénica sobre la retina y el nervio 6ptico de la rata (Iborra y col.,
1994). La distribucién de ADH4 en estas zonas, especialmente susceptibles a la
generacioén de radicales libres, sugiere una importante funcion protectora frente a los
aldehidos generados en el proceso de estrés oxidativo.

2 EXPRESION Y REGULACION DE LA ADH POR ACIDO RETINOICO
EN HEPATOMA DE RATA

Se ha determinado el patréon de expresion ADH en la linea celular H4IIEC3 de
hepatocarcinoma de rata y se ha comparado con el higado. La electroforesis en gel de
almidon y tincion por actividad, los ensayos de actividad por espectrofotometria, y la
transferencia Western han demostrado la expresion de ADH1, ADH3 y ADH4 en las
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células H4IIEC3 y han confirmado la ausencia de ADH4 en higado de rata. Asi pues,
la linea de hepatocarcinoma de rata H4IIEC3 se ha revelado como un buen modelo
para el estudio de la regulacidon de la expresion de las diferentes clases de la ADH,
incluida ADH4 ausente en higado.

La eliminacion del suero bovino fetal del medio de crecimiento de las células
H41IEC3 disminuye los niveles de actividad de ADH1 y ADH4, de forma mas acusada
para ADH1, lo que indica que su expresiéon depende en mayor grado de hormonas o
efectores normalmente presentes en el suero. En un trabajo anterior, utilizando la
linea celular 11-3, también de hepatocarcinoma de rata, los niveles de transcrito ADH1
disminuyen drasticamente al crecer los cultivos en medio suplementado con suero al
que se habian eliminado previamente las hormonas esteroides (Majewski y Yang,
1995).

Se ha estudiado el efecto de los retinoides sobre la expresion de ADH1, ADH3 y
ADH4 en las células H4lIEC3. Los diferentes isémeros de AR provocan un aumento
de los niveles de mensajero de ADH1 de rata, siendo el 9-cis-AR el isbmero mas
potente. En cambio, todos los isomeros de AR ensayados, provocan una represion del
gen ADH4 de rata, y en este caso, el todo-frans-AR es el isémero mas activo. El 13-
cis-AR es el de menor potencia, lo que podria estar relacionado con una lenta
biotranformacién al isémero activo todo-trans, ya que el 13-cis no puede unirse a los
receptores nucleares de AR (Armstrong y col., 1994). Finalmente, ninguno de los tres
isdmeros de AR ensayados afecta a la expresion de ADH3, de forma que los niveles
de mRNA se mantienen constantes en todos los experimentos con retinoides.

Estos resultados sugieren un papel de los retinoides en la regulacion de la actividad
ADH, en concordancia con la hipétesis de la autorregulaciéon de la sintesis de AR por
parte del propio AR (Duester, 1991) y con los analisis realizados en las secuencias de
la regién promotora del gen ADH1 de rata, ratéon y humano (Ceci y col., 1987; Crabb y
col., 1991; Duester y col.,, 1999; Edenberg y Brown, 1991), en las que se han
encontrado elementos reguladores que responden a retinoides (RARE). Por otra parte,
los estudios realizados en la zona promotora del gen de ADH4 de rata, raton
(Zgombic-Knight y col., 1993; 1995b; 1997) y humano (Duester y col., 1991; Harding y
Duester, 1992; Yokoyama y col., 1995) sugieren una regién que funcionaria como
RARE, promoviendo la hipétesis de un mecanismo de regulacion en el control de la
sintesis de AR. Por ultimo, la secuencia del gen ADH3 humano revela un promotor
rico en G+C, falto de caja TATA vy tipico de proteinas que se expresan de forma
constitutiva, lo que indica una regulaciéon muy diferente a las del resto de clases ADH
(Hur y Edenberg, 1992).

Asi pues, la diferente regulacién con acido retinoico de los genes ADH1 y ADH4 asi
como la distribucion tisular de los enzimas sugiere una funcién especifica de cada una
en la via metabdlica de los retinoides.
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Esta Tesis Doctoral proporciona nuevos datos acerca de la distribucion tisular y celular
de las alcohol deshidrogenasas ADH1 y ADH4 en tejidos de rata adulta, que permiten
comprender con mas claridad las implicaciones fisiolégicas de cada uno de estos
enzimas. Ademas, el estudio realizado en la rata, comparado con el trabajo iniciado
también en humanos, muestra que la distribucion de las ADH en los diferentes tejidos
estudiados, es similar en las dos especies. En consecuencia, la rata podria ser un
buen modelo animal para conocer la etiologia de las patologias asociadas con el
consumo de alcohol, particularmente las relacionadas con la localizacion de su
metabolismo.

A pesar de que existe un elevado numero de publicaciones sobre la ADH
gastrointestinal, en esta Tesis presentamos el estudio mas completo sobre los
enzimas ADH1 y ADH4, activos con etanol y retinoides. Asi, se ha estudiado cada una
de las regiones del tubo digestivo, desde la cavidad oral hasta el recto. Aunque
principalmente se ha trabajado con rata, también presentamos resultados obtenidos
con tejidos humanos. Se ha medido la actividad en homogeneizados mediante
ensayos espectrofotométricos y se han detectado las formas enzimaticas mediante
electroforesis. Se presentan, también, resultados sobre los niveles de proteina por
analisis mediante transferencia Western. Se han aplicado metodologias de
inmunohistoquimica y, por primera vez en la ADH, de hibridacion in situ. Todo ello nos
ha permitido establecer conclusiones sélidas sobre la distribucién de estos enzimas y
sobre los niveles en qué se expresan. Esta informacion, juntamente con las
propiedades cinéticas de los enzimas estudiados, previamente determinados por
nuestro grupo, nos permite postular, de manera razonable, la funcién fisiolégica de
estos enzimas en las diferentes partes del tracto digestivo. Cabe sefalar en primer
lugar que ambos enzimas, ADH1 y ADH4, se expresan a lo largo de todo el tracto,
aunque en diferentes capas tisulares en funcion de la regién analizada. En general,
ADH4 se expresa mayoritariamente en las regiones inicial y final del tubo y en las
capas mas externas de la mucosa, en contacto con el lumen. Este enzima podria
representar una primera barrera metabolica frente a las agresiones por alcoholes y
aldehidos ingeridos, y frente a los generados enddégenamente por la peroxidacion
lipidica. ADH1 es, sobre todo, intestinal y muestra una localizacién mas interna,
representando una segunda barrera metabodlica. Las dos formas de ADH podrian
contribuir al metabolismo de primer paso del etanol y a la eliminacién de etanol
producido por la flora bacteriana intestinal. Es de interés constatar que las areas con
mayor presencia de ADH, y en consecuencia de mayor oxidacién de etanol, eséfago y
colon, son especialmente vulnerables al cancer asociado al consumo de alcohol. Las
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constantes cinéticas de ADH1 y ADH4 predicen su contribucion a la oxidacién de
retinol, en la via de sintesis de acido retinoico (AR), hormona esencial para el
desarrollo y el mantenimiento de las mucosas. Finalmente, el intestino es el 6rgano
donde se produce la escision del B-caroteno a retinal y la consiguiente reduccién de
éste a retinol. Esta reaccion también podria ser catalizada por la ADH y, por tanto,
podria constituir un enzima clave en el proceso de absorcion de la vitamina A.

La presencia de ADH en cerebro y la posibilidad, por tanto, de metabolismo
enddgeno de etanol en cerebro, era hasta ahora materia de discusion. En esta Tesis,
se demuestra, sin ambigiedad, la presencia en cerebro de los principales enzimas
implicados en la oxidaciéon del etanol y retinol, ADH1 y ADH4. Estos enzimas se
expresan en muy pequefa cantidad y en regiones muy concretas del SNC, por lo que
su actividad resulta imposible de detectar con los métodos convencionales,
espectrofotométricos y electroforéticos. Han sido necesarias la inmunodeteccién, las
técnicas de ISH y tincion histoquimica. ADH1 y ADH4 se han localizado en muy pocos
tipos celulares, esencialmente neuronas y células epiteliales, del cerebelo, la
formacion hipocampal, diferentes regiones de la corteza cerebral y en los sistemas
ventricular y vascular asociados al tejido nervioso. En consecuencia, estas células
seran capaces de oxidar etanol, a las concentraciones alcanzadas tras un consumo
normal, y por tanto, se produciran en estas células desequilibrios metabdlicos, como el
exceso de NADH, asi como la generacién del téxico acetaldehido. La presencia de
metabolismo en estas areas concretas del SNC proporciona nueva informacion para
comprender alguna de las alteraciones producidas por el etanol sobre la autorregulada
produccién de liquido cefalorraquideo, las funciones cognitivas y de memoria, la
locomocién y la coordinacién motora, y el mantenimiento de los tejidos epiteliales.
Recientemente, se ha demostrado que el AR esta en la base de estas funciones
cerebrales y nosotros sugerimos que la ADH—que se ha encontrado en los mismos
tejidos y tipos celulares donde se ha demostrado un metabolismo activo de
retinoides—podria representar la conexiéon entre el abuso crénico de alcohol y las
patologias asociadas. Otra posible funcion reguladora de la ADH en cerebro podria
ser la del metabolismo de las aminas biégenas ya que varios metabolitos del
catabolismo de las catecolaminas son buenos sustratos de la ADH, especialmente de
ADH1. No se puede excluir una contribucidon en la desintoxicaciéon de los aldehidos
citotoxicos de la peroxidacion lipidica. Esta es una funcion especialmente significativa
en el sistema ventricular y en los vasos sanguineos asociadas al SNC, formando parte
de la barrera hematoencefalica.

ADH4 es la unica forma que se expresa en tejidos oculares, principalmente en la
coroides, cuerpo ciliar, nervio optico y en algunas capas de la cornea y retina. El ojo
es un interesante 6rgano en términos de metabolismo de retinoides y nosotros
proponemos que ADH4 tiene una importante contribucion a este metabolismo. Las
constantes cinéticas de ADH4 para el 11-cis-retinol indican que este enzima lo oxida
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muy eficientemente. Estos datos, junto con la elevada y especifica expresion de ADH4
en el epitelio pigmentado de la retina, sugieren que ADH4, participa en el ciclo visual
generando el fotopigmento. Ademas, la expresion de ADH4 en otros tejidos oculares,
junto con la maquinaria implicada en el metabolismo y accién de retinoides, sugiere
una funcién reguladora de mantenimiento de estos tejidos a través de la sintesis de
AR. Por ultimo, es posible una funcion protectora de ADH4 que actuaria en la
eliminacion de aldehidos citotdxicos de la peroxidacion lipidica—incrementada por la
accion de la luz y la radiacion UV—especialmente en la cérnea.

Finalmente, proponemos la hipotesis de que las vias metabdlicas de la eliminacién
de etanol y la sintesis del AR estan relacionadas a través de la alcohol
deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa (Fig. 67). Asi, durante el consumo de
alcohol, elevadas concentraciones de etanol podrian alterar la homeostasis del AR por
una inhibicion de la oxidacion del retinol catalizada por la ADH. Estudios in vitro
demuestran que el etanol es un inhibidor competitivo de la actividad retinol
deshidrogenasa de la ADH. Adicionalmente, el acetaldehido producido durante el
metabolismo de etanol podria inhibir la actividad retinal deshidrogenasa de las
aldehidos deshidrogenasas, reduciendo ain mas la sintesis de AR (Fig. 67).

ALDH2
ﬁ etanol acetalde_hido —p acetato

=
=

ADH1 ADH4
R RALDH1 . B
retinol retinal p acido retmmcoﬁ
RALDH2
RALDH3

Figura 67. Modelo de inhibiciéon de la sintesis de acido retinoico por el metabolismo de
etanol.

Por otro lado, hemos demostrado, en el presente trabajo, que el AR regula la
expresion de los genes ADH1 y ADH4. Utilizando la linea de hepatocarcinoma de rata
H4IIEC3 como modelo, el tratamiento con diferentes isbmeros de AR provoca un
importante aumento en los niveles de mRNA de ADH1 y un descenso en los de ADH4.
Ello sugiere una autorregulacion de la via metabdlica de sintesis de AR por el propio
producto final, positiva para ADH1 y negativa para ADH4. Esta regulacion diferencial
sugiere funciones diferentes para ADH1 y ADH4 y concuerda con los estudios
realizados recientemente por el grupo de Duester (Molotkov y col., 2002a; 2002b), en
ratones deficientes en ADH1 o ADH4, asi como en los dobles mutantes. Estos
estudios han confirmado que ADH1 y ADH4, aunque no son esenciales para el
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desarrollo y la supervivencia en situaciones normales, presentan funciones bien
diferenciadas en la supervivencia de los animales en situaciones de exceso y
deficiencia de vitamina A, respectivamente. Adicionalmente, en ratones deficientes en
ADH1, se ha demostrado que la administracién conjunta de retinol y etanol causa la
reduccién de los niveles de AR, en comparacion de los niveles alcanzados en la
administracion unica de retinol (Molotkov y Duester, 2002)

158



CONCLUSIONES

1. Se han puesto a punto técnicas de histoquimica, inmunohistoquimica, y de
hibridacion in situ, que han permitido, por primera vez en nuestro laboratorio, la
deteccién de las alcohol deshidrogenasas ADH1 y ADH4 en diferentes tejidos y
células animales.

2. ADH4 es la alcohol deshidrogenasa tipica en el sistema vascular de la rata. La
histoquimica ha mostrado actividad ADH4 en el endotelio de la tunica intima y en la
capa muscular de la tdnica media de venas y arterias. La ISH e IHC han confirmado
estos resultados. En vasos sanguineos humanos, el isoenzima ADH1B1 es el Unico
responsable de la actividad de ADH, con una distribucion parecida a la de ADH4 en la
rata.

3. ADH1 y ADH4 se detectan a lo largo de todo el tracto digestivo, aunque muestran
un patrén de expresion diferente, tal como se ha demostrado por electroforesis en gel
de almidon y ensayos de actividad espectrofotométrica. ADH4 es caracteristica de las
regiones superiores e inferiores del tracto digestivo, las partes mas externas; ADH1 es
mayoritaria en el intestino delgado e inicio del grueso.

4. Los dos enzimas estan localizados en diferentes capas celulares. ADH4 se
detecta en toda la mucosa, especialmente en las capas mas externas, en contacto
con el lumen, mientras que ADH1 esté relegada a las capas mas internas.

5. La precisa localizacion de los dos enzimas en distintas zonas de la mucosa
digestiva sugiere que actuan como barreras metabdlicas a diferentes niveles, frente a
la agresion de alcoholes y aldehidos ingeridos o producidos por la flora microbiana.
ADH4, en las zonas mas expuestas al oxigeno, podria tener un papel en la
eliminacion de productos de peroxidacion lipidica.
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6. Las constantes cinéticas apoyan una funcién de ADH1 y ADH4 en el metabolismo
de retinoides, importante para el mantenimiento de la mucosa digestiva. También
podrian intervenir en la reduccion de retinal a retinol, en el proceso de absorcién y
metabolismo del B-caroteno en el intestino.

7. Las técnicas bioquimicas clasicas (ensayos de actividad y electroforesis) asi como
los analisis por transferencia Northern, no han permitido detectar la expresién de ADH
en los homogeneizados de cerebro entero o de regiones concretas del SNC, a
excepcion de ADH3 que se ha encontrado en todas las regiones analizadas.

8. La hibridacion in situ ha permitido determinar la localizacién del mMRNA de ADH1 y
ADH4 en poblaciones celulares de regiones especificas del SNC especialmente
vulnerables a los efectos deletéreos del etanol, tales como el cerebelo, la corteza
cerebral y la formacion hipocampal. Ambos enzimas estan presentes también en el
sistema vascular y ventricular asociados al tejido nervioso: leptomeninges, plexos
coroideos y capa ependimaria de los ventriculos y los vasos y capilares sanguineos.

9. La inmunodeteccion de ADH4 en homogeneizados de diferentes regiones del
cerebro de rata revela la presencia de proteina en tejidos cerebrales aunque en
pequefa cantidad. Por otra parte, la actividad ADH detectada por tincion histoquimica
en secciones de cerebro demuestra que la proteina activa colocaliza con el mRNA
detectado por ISH.

10.En el SNC, probablemente la funcién mas relevante de la ADH es la sintesis de
acido retinoico, a través de su actividad retinol deshidrogenasa, lo que concuerda con
la expresion de ADH en los mismos tejidos y tipos celulares donde se ha demostrado
un metabolismo activo de retinoides, los cuales estan implicados en esenciales
funciones en el cerebro adulto.

11.0Otra funcién de la ADH en el SNC podria ser la eliminacion de alcoholes y
aldehidos citotéxicos, entre ellos el etanol. Esta funcion seria especialmente
significativa en el sistema ventricular y en los vasos sanguineos asociados al SNC,
formando parte de la barrera hematoencefalica.

12.Las células que expresan ADH seran capaces de oxidar etanol, a las
concentraciones alcanzadas tras un consumo normal. En consecuencia, se produciran
en estas células desequilibrios metabdlicos, como el exceso de NADH, asi como
generacion de acetaldehido, que podrian ser la base de algunos de los efectos
neurotoxicos del consumo y abuso de alcohol.
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13.Los tejidos oculares, poseen una elevada expresion de ADH4, que se ha
detectado en algunas capas de la cornea, la coroides, el cuerpo ciliar, la retina y en el
nervio optico. La elevada eficiencia de ADH4 con diferentes isomeros de retinoides,
sugiere su participaciéon en el mantenimiento de los tejidos oculares a través de su
actividad todo-trans-retinol deshidrogenasa para la generacion de acido retinoico. Por
otra parte, podria también participar en el ciclo visual, en la generacion del
fotopigmento en la retina, a través de su actividad 11-cis-retinol deshidrogenasa.

14.Utlizando la linea de hepatocarcinoma de rata H4IIEC3 como modelo, el
tratamiento con diferentes isémeros de acido retinoico provoca un aumento de los
niveles de mRNA de ADH1 y un descenso en los del mMRNA de ADH4. Ello sugiere la
existencia de una autorregulacion de la via metabdlica de sintesis de acido retinoico
por el propio producto final, positiva para ADH1 y negativa para ADH4, y aporta
nuevas evidencias de la implicacion de estos enzimas en la homeostasis del acido
retinoico.

15.En los tejidos y células donde se expresan ADH1 y ADH4, la inhibicién de la
oxidacion de retinol por parte del etanol, y la consiguiente disminucién en la sintesis
de acido retinoico, podria representar un mecanismo adicional para explicar los
efectos toxicos debidos al consumo de etanol.
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