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RESUMEN .

Son numerosos los estudios efectuados para establecler los efecfos
metabslicos del consumo crdénico severo de etanol, sin embarge son
escasos los trabajos que caracterizan 1los efectos del consumo
crénico moderado. Dado que en M£xico entre 1/3 y 2/3 de 1la
poblacidén bebe ligera o moderadamente, consideramos importante:
comenzar _a caracterizar esta dltima forma de consumo. Los
resultados obtenidos muestran gque el consumo crénico moederado
{(dieta ad libitwn con etanol al 10% (V/V) en el agua de beber)
causa serios daffos en la respiracidén mitocondrial, vya sea con
sustratos de sitio I o II a partir de la sexta semana de ingesta,
as!{ como una fuerte inhibicién de la citrulinogénesis, aun cuando
la actividad de ATPasa no resulté tan fuertemente afectada y 1la
actividad de succinato deshidrogenasa se observé aumentada ‘durante
las primeras semanas de ingesta. En conclusién, este trabajo
sefiala gue aun el consume crénico moderado con el tiempo, provoca
una severa disfuncidn en mitocondrias de higado de rata, 1o cual
sugiere una revisisn mas cuidadosa de los trabajos que seffialan

efectos beneficos con el consumo moderado de etanol.



- INTRODUGGION

' -De todas las‘drOgas;conOCidaé, el étanollconstituye sin lugar
a dudas desde tiempos .inmemorialéé; la droga mas comunmente
ingerida por el.hombre y su consumo esta 1egalment¢ aceptado por
1a maydrfa de los gobiernos y religiones del mundo, a pesar de que
es preéisamehte el etanol, . la  substancia enviciante ' mas Ausada'
por el hombre (Zentella y‘Piﬁa, 1987). Su empleo se encuentra tan
generalizado que por ejemplo en Inglaterra, solo el 6% de 1la
poblacién adulta no conSume alcohol (Denney y Johnson, 1984)}. En
México 2/3 de la poblacién consume alcohol de  manera regular
{(Consejo Nacional Antialcohéiico, 1985), por 1lo cual no debe
extrafiar que en México, la cirrosis alcohdlica se encuentra entre
las diez primeras causas de muerte en la pcblacién general, v en
la poblacién masculina de 25 a 44 afios de edad, ocupa el primer

-lugar (op. cit.). En 1980 la mortalidad debida a cirrosis hepatica
fue de 22.9 por 100 mil habitantes para la poblacién total, vy
constituye una de las tasas mé&s altas en América (Consejo Nacional
Antialcoholico, 1985; Velazco-Fernandez, 1986).

En principio, el etanol constituye un componente habitual de
la dieta humana ya que es producido enddégenamente per la flora
intestinal, aunque en cantidades minimas (aproximadamente 3 g/dia)
(Pifla Garza et. al. 1983; Zentella y Pifa, 1987), de tal manera
que es el aporte exdgeno el que es realmente importante. El etanol
tiene un valor caldérico alto, de aproximadamente 7,5 Kcal/g,
'superior al de los carbohidratos y discretamente inferior al de
los lipidos. No obstante, es importante hacer notar que €l aporte
energético proporcionado por el etanol es del lliamado ‘'calorias
vacias", va que no aporta ningun elemento plastico esencial para
la dieta (Pifa Garza et. al., 1983), es decir, el esqueleto
hidrocarbonado del etanol pricticamente no es aprovechado para la
biosintesis de otras mol¢culas que forman parte de la célula.

El etanol, una vez ingerido es absorbido sin alteraciopes en

1



(SR

(Al estémago y el intestino delgado mediante difusidén simple, v su
presencia puede ser detectada en la sangre dentro de los cincd
minutos posteriores a su ingestién difundiendo rapidamente a todo
.el resto del organismo (Escotto Veldzquez, 19Y77; Victor y Adanms,
1980). E1 etanol es metabolizado fundamentalmente por el higado,
quizi en una proporcién superior al 90%; fracciones minimas son
metabolizadas por los rifiones y mﬂsculo‘esqueiético‘y el resto se
elimina como tal por via renal'o pulmonar (2-10%) (lsrael et. al.,.
1975; Lieber, 1977; Escotto Velazquez, 1977; Victor y Adams, 1Y980;
Pifia Garza et. al., 1983).

El etanol una vez dentro del cuerpo, produce una gran
variedad de alteraciones, afectando a diversos aparatos y
"sistemas.' Entre estas alteraciones podemos mencionar: una
reduccién en la absorcidn intestinal de nutrientes como glucosa,
aminoacidos, calcio, cobre, hierro, manganeso, fésforo, folato,
vitamina Biz y Bs (Victor y Adams, 1980; Rao y Larkin, 1985) asi
como un incremento en la excresidn urinaria de amonio, fosfato vy
magnesio (Victor y Adams, 1987); la produccidn de gastritis, 1la
cual puede desembocar en dGiceras (op. cit.); pancreatitis
{op. cii.); acumulacidén de triglicéridos 'y proteinas de
exportacién en higado (Videla et. al., 1973; Baraona et. al.,
1975), lo cual desemboca en hepatomegali
graso ( Iseri et. al, 1966; Lieber, 1977
hepatocelular conocida como hepatitis alcohdlica y finalmente
¢cirrosis (op. cit.)*l.

Sin embargo, solo hasta fechas relativamente recientes, se ha

ia ¥ formacién de higado
);

v una forma de necrosis

comenzado a tener una idea clara de los mecanismos a trayés de los
cuales el etanol ejerce sus efectos téxicos. Histdéricamente, el
primer mecanismo de accidén propuesto en el presente siglo para
explicar los efectos téxicos producidos por el etanol, fue el de

*1 El  consumo de alechol también produce severos afectos sobre
el sistema nervioso como por ejemplo, alteraciones conductuales,
depresitn del sistema nervicso central, af ndrome de abstenencia
etlc, (Victor 3 Adams, 1980), pero estas modificaciones no se

estudiaran deniro de el presente trabajo.
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l2 desnutricidn primaria dinducida por éste, a través de la
sustitucién de otros nutrientes por el etanol (Lieber, 1984). De
esta manera, todos los demas efectos toxicos del etanol sobre el
- metabolisno, fuefon explicados como efectos secundarios de 1la
'desnutricién observada casi invariablementre en los individuos
alcohdliicos. De hecho, todavia en 1949, Charles Best, une de‘ los
mas ilustres defensores de esta teoria escribid "There is no more

. evidence of a specific toxic effect of pure ethyl' alcohol upon’

.

'Qliver cells than there is for one due to sugar"*z(Best, 1949).
Este punto de vista comenzs a cambiar a finales de la dé<cada
de los‘cincuenta quedando demostrado afbos mas> tarde que el
etanol per se, es capaz de producir severas alterac1ones en el
_higado del hombre, aun cuando ¢ste reciba una dleta balanceada
(Lleber et. al., 1963, 1965), o incluso enr1quec1da con proteinas
vitaminas y minerales (Lieber y Rubin, 1968). A partir de este
momento, las investigaciones tendientes a evaluar las alteraciones
observadas en individuos alcohdlicos, se enfocaron principalmente
en los efectos téxicos provocados directamente por el etanol y sus
productos de degradacién ( acetaldehido y acetato}, por lo cual
comenzaron a'publicarse trabajos en los cuales . se describen los
efectos del etanol sobre las diferentes vias metabdlicas, as{ como

-~ e P o - — Fos | - ~
fias poi las cuales el etai

también las diferentes v

metabolizado.

METABOLISMO DEL ETANOL
La oxidacién del etanol inicialmente a acetaldehido y
-posteriormente a acetaté, se realiza principalmente en 3
diferentes'compartimientos celulares por medio de 3 sistemas
oxidantes distintos: _ '
i) el sistema del alcohol deshidrogenasa, en citosocl.

*2 . . ’ . .

“No existe mas evidencia de un efecto tdxico especifico del
alcohol etilico puro sobre las células del higade que  los que se
tienen para alguno debido al azCcar'.



ii) El sistema microsomal oxidante de etanol (MEOS)ﬁ?.
en reticulo endoplasmico. - |
iii) El sistema de la catalasa, en los peroxisomas.

. La‘principal via de oxidacién del etanol la constituye la
alcohol deshidrogenasa, 1la cual se encarga de  metabolizar '
éréctibamente la totalidad del etanol cuando las concentraciones
en sangre son moderadas. y mas del 707 cuando son altas' (Pifa
Garza et.al., 1983; Mezey, 1985). Esto se debe principalmente a
qﬁe la alcohol deshidrogenasa posee la Km para el eténol m&s baja
de los tres sistemas oxidantes, la cual es de aproximadamente 1 mM
(Matsuzaki et. al., 1981; Cornell et. al., 1983; Plapp et.al.,
1984). Esta enzima no es especifica para el etanol, ya que oxida
una serie de alcoholes e incluso estid involucrada en la
deshidrogenacisn de esteroides y en la w-oxidacién de los &cidos
grasos#é. La enzima utiliza como coenzima al nicotinamin adenin
dinucledstido oxidado (NAD*), generandose acetaldehf{do y
nicétinamln adenin dinucledétido reducido (NADH):

Ftanol + NAD" = Acetaldehido + NADH + H’

Esta generacién de equivalentes reductores en forma de NADH
es responsable de muchas de las alteraciones metabdlicas que el
etanol oc¢asiona.

~Por lo que se lrefiere éi sistema microsomal oxidante de
etanol, este fué descubierto a finales de la década de los
sesenta (Lieber y DeCarli, 1968, 1970) como resultado de los
estudios sobre 1la proliferacién en hepatocitos del reticulo
endoplasgético inducido por la ingesta del etanol (iseri et. al.,
1964, 1966}2-Estudios_bioquimicos posteriores han permitido la

*3 Del inglés microsomal ethancl oxidizing system.
YA .

Esta enzima también cataliza activamente la conversidn de la
forma inactiva de la vitamina A, (retinol) @ su forma activa
(retinal) mediante una oxidacitdn (Mezey., 198%5), por lo cual se
ha especulade que la funcidn original de la alcohol deshidrogenasa

es la activacidn de Lo vitamina A y no la oxidaci®n del etanol.
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caracterizacidn y purificacidén de los componentes de este sistema,

el cual presenta una Km para el etan61 relativamente aita
| (apréximadamente 10 mM) (Mezey, 1945); y este es uno de los
motivos por los que su contribucidén a la oxidaéién del etanol es
relativamente pobre cuando los niveles séricos de etanol 'son
bajos..Este sistema no genera equivalentes reductores, sino que al
contrario los utiliza en forma de NADPH para generar la coenzima
oxidada, aCétaldehido'y peréxido de hidrdgeno (Iremolieres et. al,'
1973): ’

Etanol + NADPH + 02 + H —m Acetaldehido + NA[)F+ + H202

Si bien se estima que su contribucién 'en la oxidacién del
etanol es pequeRia, se debe tener presente por un lado que este
sistema aumenta su contribucién si el etanol es ingerido
crénicamente, y por otro que este sistema no tiene una alta
especificidad por el etanol, va que participa también en la
oxidacidén de muchos productos xenobidticos, por 1lo cual cierios
medicamentos llegan a ser mnmetabolizados mas rapidamente de 1o
normal*s.

La catalasa localizada en los peroxisomas, también es capaz
de oxidar -el etancl, sin embargo la participacidn de esta enzima
en el metabolismo del etanol es considerada practicamentie nuia, ya
que en este caso el factor limitante es la produccidén de perdxido
‘de  hidrégeno, Ja cual en condiciones basales es

extraordinariamente baja:

“~L_ Etanol + H202 ———— Acetaldehido + 2H20

El acetaldehido generado por cualquiera de estas tres formas
zg ’ .

En lo  intoxicacidn aguda por etanol, es decir cuando é&ste es
ingeride en muy altas cantidades en un periodo corto de tiempo,
ocurre tode Lo contrario, va que el etanol se convierte en un
inhibidor competitive <(Pifila Garza et. al. ., 1980), Yy es por esto
que no se recomienda . el = consumo simultdneo de etanol v

medicamentos.

193]



de oxidacion, es convertido en acetato produciendo NADH mediante
la enzima acetaldehido deshidroggnasa,'localizada ya sea en el

citoplasma o en el interior de la mitocondria. Se han - descrito

. varias isoenzimas capaces de 'actuar 'sdbre_ el acetaldehido con

diferentes constantes cinéticas, sin embargo éstas no han podido,

ser caracterizadas- con todo rigor y ademds se desconoce la

especificidad absoluta de estas isoenzimas, por 1lo <cual algunos

autores prefieren el nombre de aldehido deshidrogénasa'(Piﬁa‘Garza
et. al., .1980): ‘ .

" Acetaldehido + NAD" S5 Acetato + NADH + H'

El NADH formado es utilizado en la mitocondria para, la
generacidén de energia o la reduccién de metabolitos. El acetato
puede ser activado a acetil-CoA y utilizado en el higado o en

oiros tejidos.

EFECTOS METABOLICOS DEL ETANOL

Las alteraciones bioqugmicas producidas por la ingestidén del
etanol son multiples, y estas pueden ser sumamente serias si se
ingiere mucho alcohol en poco tiempo, las cuales pueden conducir
incluso, a la muerte. En la tabla I se muestra a manera de
ejeLplo, la correlacién entre los niveles de etanol en sangre con
los cambios conductuales tipicos de un individuo.

El etanol ejerce diferentes efectos sobre el metabolismo
hépatico dependiendo principalmente de la dosis y duracison de la
ingesta (Lieber y DeCarli, 1977). Entre las alteraciones
bioquimicas producidas por la ingestién de una fuerte dosis de
etanol tenemos principalmente: un cambio en el estado redox de los
hepatocitos, es decir una disminucién en 1a razén NAD+/NADH, ya
que la oxidacisn del etanol produce un aumento significativo en la
cantidad de NADH citosélico a expensas de una disminucién de NAD
(ver apéndice A}; esto ultimo ocasiona toda una serie de cambios

entre los que podemos mencionar: °



TAbLg 1

CONCENTRACION DE ETANOL EN SANGRE Y ‘ALGUNOS lNDICADORLS DEL

COMPORFAMIENIO

CONCENTRACION DE
. ETANOL. EN SANGRE

aM

NUMERO DE BEBIDAS CON INDICADORES

. LAS QUE SE PUEDE

ALCANZAR LA

APROX1MADOS DEL
COMPORTAMIENTO

Bg/100 =l CONCENTRACION
: ' INDICADA
0-46 8-~10 2 Normal, ligeramente
- . eufdrico.
| 45~96 -10-20 4 <. Eufdérico, verborréico,
i ~ligeramente incoordi-
3 nado, no debe manejar.
92-138 -20~30 - @ - "Excitado con freguen-
e . cia agresivo, irre-
e flexivo, irresponsa-
ble.

138-230 30-50 8-10 Deprimido, obviamente
incoordinado.

230-460 50-100 - ! Muy deprimido, hay
que ayudarlo a cami-
nar.

460 >100 - Limite de tolerancia,

peligro de muerte.

#

Dada la enorme variabilidad a la respuesta al etanocl, esta
columna de datos aproximados asume las siguientes condiciones: la
unidad de bebida es la copa normal de una onza o una botella de
cervaza o una copa de vino de mesa, vy se refiere a la ingestién
del n¢mero de bebidas anotado por un individuo de 65 Kg, en ayuno
Yy en un periodo aproximado de 90 a 120 minutos. La situacidn
cambia si el individuo tiene otro peso corporal, si ingiere
alimentos o si consume €l alcohol a una ve1001dad diferente.
{Tomado de Zentella y Pifia, 1987).
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1) Una reduccidn en la oxidacién de los lipidos y un incremento
en la sintesis de ¢stos (Baraona y Lieber, 1979), debido al
aumento de NADH necesario bara la sintesis y la disminucidn
concomitante de NAD® necesario para la oxidacidn.

2) Un decremento en la actividad del ciclo de Krebs (Williamson
et. al., 1969; Tremolieres et. al., 1973) ya qQque el NADH es un
regulador negativo de la isocitrato'desnidrogengsa.

3) Una'disminucién de 1l1a gluboneogénesis (Krebs, 1969}, debido
al auménto en la concentracidn de lactato a expensas del
piruvato. Esto ultimo puede desembocar en hipeflactacidemia o]
acidosis (Lieber, 1984), la cual a su vez produce un aumento
en la cantidad de acido drico al promover la protonacién del ‘
ién urato en sangre. E1 a&cido drico, al ser menos soluble que
el ién urato se acumula en determinadas articulaciones vy
provoca ataques de gota.

4) Una inhibicién de la glicélisis (Thurman y Scholz, 1977} al
promover la formacidén de gliceraldehfdo-3-fosfato a expensas
del 1,3-difosfoglicerato. A

Adenas produce también una aceleracién de las funciones
microsoﬁales involucradas en el metabolismo de drogas (Liéber y
DeCarli, 1977} y un aumentq en lé activacién de agentes
hepatotéxicos y carcinogénicos.(Lieber, 1984). Todos 1los efectos
anteriores no se obserban a concentraciones bajas de etanol.

Por lo gue se refiere al consumo crénico de etanol, al menos
en sus primeras etapas, produce cambios metabdlicos adaptativos en
reticulo endoplésmico induciendo su proliferacién (Iseri et. al.,
1964, 1966); esto resulta primeramente en un incremento en el
metabolismo de las drogas y en un incremento en la prodﬁccién de
lipoprotefnas (Lieber y DeCarli, 1977). Perf{odos mis extensos de
ingesta producen un dafio en los 6rganelos celulares,
principalmente en la mitocondria (e. g. Cerderbaum y Rubin, 19/5;
Cederbaum et. al., 1976), asi{ como tambié¢n alteraciones en la
fluidez y composicidn de los lipidos de membrana (Gordon et. al.,
1982; Rouach et. al., 1984; Sun y Sun, 1985; Dawidowicz, 1985),



L
una disminucién en las concentracicnes endégenas de ATP sin un
aumento paralelo de ADP o AMP {(Spach et. él., 1979), la formacidn
de uniones covalentes entre el acetaldehido, moléodla altamente
~reactiva y macromoléculas celulares, principalmente proteihas,
afectando su estructura y funcién (Sorrell y Tuma, 1985) ; la
continuacién de la ingesta puede eventualmente proseguir a

lesiones hepaticas més severas como la hepatitis alcohdlica, para

' culminar finalmente con cirrosis (Lieber v DeCafli, 1977). La

figura 1 esquematiza los efectos del consumo crdénico de etanod
sobre las c<lulas del higado. Si  bien aparentemente esti bien
caracterizada la amplia gama de efectos producidos por la ingesta
crénica de etanol, el panorama no es tan claro come uno quisiera:
se tienen-muchos reportes conflictivos entre si, el mecanismo de
accidn del etanol para producir sus efectos metabdlicos no esta
aun bien elucidado, y las formas de administrar el etanol en 1los
estudios realizados para esclarecer sus efectos son de la mas
diversa indole, lo cual dificulta aun mi&s 1la interpretacién y
comparacién de la infofmacién disponible.

La técn;ca de administrar el etanol comc parte de una dieta
liquida ‘en la cual el etanol proporciona el 36% del total de

calorfas diarias ingeridasis, fue disefiada hace dos décadas (para

una revisisén ver Lieber y DeCarii, 1i98Z) y corresponde al modelc
experimental mis comunmente utilizado para producir un consumo
crénico de etancl. Esta dieta fue ideada en respuesta a la
necesidad de desarrollar un modelo animal que pudiera establecer
el hecho de que los dafbos en el higado asociados con €l abuso en
el consumo de alcohol se deben no solamente a deficiencias en la
dieta como habfan afirmado previamenté algunos investigadores (e.
g. Best et. al., 1949). Con este modelo diversas  alteraciones
observadas en los alcohélicos fueron reproducidas en animales de
experimentacidén, tales como higado graso, hiperlipemia, varios
*6

En esta dieta el 40% de las caler{ as ingeridos Las
proporcionan los carbohidratros, el 18% la proporcionan Las
proteinas v el resto los proporcionan los t{ pidos (Lisker v

DeCarli, 1982y,
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desdrdenes metébélicos y enddécrinos, dependencia fisica y si{ntomas

-de'abstinencia‘y en el mandril. se produjo "incluso, fibrosis y

cirrosis (Lieber vy DéCarli,A 1982). . Sin embargo, - todos estos

- efectos son producidos Unicamente con .niveles muy alto de consumo

de etanol.

En.contraste, es importante mencionar que ademis de la amplia
gama de efectos tdxicos del etanol, algunos investigadoreé han
repprtado efecto _benéfiCOS del consumo crénico en cantidades
moderadas de etanol, tales como una reduccidn en la incidencia de
infartos al miccardio y en 1la 'arteroeséleroéis. esto como
respuesta a la induccién por parte del etanol de un aumento de las
lipoproteinas de alta densidad {para una revisisén ver
Baum-Baicker, 1985). De esta manera tenemos gque resulta .muy
importante diferenciar entire los efectos producidos por el consumo
crénico moderado de etanol y los prodﬁcidos por el consumo crénico
sever0*7.=Pensando en esta base y partiendo del hecho de que en
América del Nofte, la poblacién que ‘consume alcohol de manera
regular constituye mas de la wmitad de la poblacidn total
(Schuckit, 1979; Baum-Baicker, 1985; Consejo Nacional
Antialcohélico, 1985; Elliot et. al., 1985), y que de esta la
mayoria bebe en cantidades moderadas, resulta notable que la mayor
parte de las investigaciones tendientes a evaluar los efectos de
la ihgesta crénica de etanol corresponden mas bien a una.ingestién
severa, dejando de lado los efectos metabdlicos producidos por la
admistracidén crénica moderada (Elliot et. al., 1985) es por ello
que en el presente trabajo se comienzan a evaluar alguncs de los
efectos producidos por la ingesta crénica moderada de etanol en
algpnas funciones mitocondriales en hepatocitos de rata, ya que la
mitocondria juega un papel muy importante dentro de las funciones
hepaticas, adgmés de ser uno_de los organelos mas afectados por el

etanol.
*7 , ’, .

En este trabajo y de acuerdo con Kelbach «(1974), se considero
como consumo moderade de etanol aquél en el cual el etanol N
aporta m&s del 20% del total de <calorfas diarias ingeridas, v°® como

severo aguél en el cual aporta mds del 20%

11



La informacién que se cbtenga proporciqnara un mejor criterio
_para_evaluar los efectos del consumoAcrénicb-modefado dec etanol,
asi como una idea de las primeras alteraciones bioquimicas
producidas por el etanol, las cuales a su vez pueden ayudar a

esclarecer el mecanismo de accidn de los efectos tdéxicos del

etanol.



ANTECEDENTES

El alcoholismo constituye uno de los problemas de
' farmacodepedencia mis serios. Es por ello, que son bastantes
nunerosos los estudios efectuados para establecer 1los efectos
metabdlicos provocados por 1la ingesta c¢rénica de etanoi. 5in
embargo, la informacién de que se dispone hasta el momento es aun
conflictiva, y un ejemplo de ello, lo constituyen los reportes en
ratas sobre los cambios en la composicidén de los lipidos
membranales, ya que mientras algunos investigadores no sefalan
cambios (Gordon et. al., 1982; Rouach et. al., 1984), otros
investigadores afirman que ocurren cambios en la composicidn de
los 4cidos grasos de los lipidos membranales (la Droitte et. al.,
1984), e incluso un aumento en la rigidez de las membranas«‘1
(Waring et. al., 1982); o bien, alteraciones en la actividad de
algunas enzimas como la succinato deshidrogenasa v la
a-glicerofosfato deshidrogenasa. Algunos investigadores reportan
incrementros en la actividad de la succinato deshidrogenasa (Rawat
y Kuriyama, 1972a, 1972b), otros no muestran cambios (Reed vy
Mezey, 1972; Cederbaum et. al., 1973; Bernstein y Penniall, 1978),
e inclusive algunos seflalan una inhibicién (Cederbaum y Rubin,
1975). Con respecto a la a-glicerofosfato deshidrogenasa, 1srael
et. al., (1973) sefiala un incremaento en la actividad de esta
enzima, mientras que Cederbaum y Rubin (1975) no sefialan cambios.
Se ha sugerido (Lieber y DeCarli, 1977) que ' estas
discrepacias son debidas é diferencias en la administracién del
etanol, ya que las formas de suministrarlo son de la mis diversa
'lndole: en dietas liquidas, con el 36% de las calorias totales
proporcionadas por el etanol (LIeber y DeCarli, 1948Z), con sonda
gastrica (Videla e Israel, 1970), en el agua de beber>(Elliot et.
al., 1985), en dietas semiliquidas (KReed y Mezey, 1972), e incluso
inhalado (la Droitte et. al., 1984). Ademas, la duracidén de los

L .
1 Ver apé@ndice B.



tratamientos oscila entre dos sémqnas ( Schneider y Manara, 1985)
vy cuatro meses (Koch et: al.; 1977). Todo lo- anterior,; hace muy
dificil la comparacisn’ entre los diferentes resultados obtenidos,
'ya‘quela cada tipo de tratamiénto, debe corresponder una situacidén
fisiolégica distinta. - |

En vista de esto dltimo, recientemenie se ha propuesto
diferenciar entre la administracién crénica moderada de etanol, vy
la admihistrécién crénica severa (Prasad et. al., i985;'Elliot et.
al., 1985); considerando éomo ingesta crénica moderada aquella en
la cual el etanol proporciona menos del 20% del total de calor{as
ingeridas diariamente, y comoe severa aquella en la cual
proporciona méas del 20% (Kelbach 1974)“

En este sentido, se ha establecido que la admlnlstrac1én del
etanol al 10% (V/V) en el agua de beber, corresponde a un consumo
crénico moderado de etanol {(Prasad et. al., 1985), va que el
porcentaje diario de calorias ingeridas proporcionadas por el
etanol, es constante, y de aproximadamente 174 (y si bien, los
niveles de etanol ingeridos no producen alteraciones histdélogicas
notables en el higado, si provocan un incremento signiticativo en
el contenido de citocromo P-450 y en la actividad de otros
sistemas involucrados en el metabolismo de drogas (Prasad et. al.,
1985). Bajo este criterio, ia dieta iiquida propuesta por Lieber vy
DeCa.li, (1982), conteniendo 36% de las calorias totales como
etanol, corresponde a una ingesta crénica severa. £Lsta dltima
forma de administrar el etanol a sido una de la mas utilizadas en
la pasada dé¢cada, sin embargo, presenta algunos inconvenientes
importantes tales como: una inadecuada ingesta de nutrientes
esenciales - vitamina Bs, Calcio, Zinc, Cobre, Hierro, Manganeso y
Fésforo - (Rao y Larkin, 1985) y una tasa de crecimiento menor en

comparacién con otros tipos de dietas (Spach et. al., 1979;

*1 Es importante recalcar esto Ultimo, debido a que este trabajo
junte con los de Presad et. al.. 1985 v Zentella . de Pifla eot. al
(1080), constituyen los primeros reportes q‘ue caracterizan
explicitomente los efectos bioqui micos de la ingesta . erdnica
moderada en higados.
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Rovinski et. al., 1984; Rao y Larkin, 1985).

puesto aue gran parte de los trabajos realizadés sobre .los
~ efectos metabolicos del etanol, han sido tendientes a caracterizar
lo que éorresponderia a un consumo crénico‘sevéro, dejando a un
lado los provocados por el consumo crénico moderado, se decidid
estudiar en nuestro laboratorio los efectos de este dltimo modelo
de administracidén, analizando para ello algunas funciones
mitocondriales en el higado de rata a lo largo de 1 a 8 semanas de
tratamiento. Esto ultimo, con el proposité de 'analiZar la
evolucién de 1los cambios producidos por Jla ingesta crdnica
moderada de etanol. Esto resulta particularmente importante de
estudiar, debido a que las mitocondrias de higado son notablemente
dafladas por la ingesta crénica severa de etanol (Kiessling y Tobé,
1964} y a que este organelo, juega un papel central dentro del
metabolismno hepatico. Dado que la funcién principal de la
mitocondria es la generacién de ATP, se estudiaron dentro de éstas
las vias relacionadas con la sintesis de ATP como lo son: la
actividad de ATPasa; la actividad de succinato deshidrogenasa; el
consumo de oxigeno, tanto en condiciones de reposo como estimulado
por ADP; y dos parametros indicativos de la condicidén de la
mitocondria: el cociente respiratorio y la relacisn ADP/O. Ademas
se estudio la sintesis de citrulina, la cual corresponde a parte
de una de las fumciones mas importante del metabdlismo hepatico,
la sintesis de ureava partir dé amonio.

En un reporte previé de nuestro laboratorio, Zentella de PiRa
et. al., (1988) establecieron algunas de las alteraciones
metabdlicas provocadas por la ingeéta cronica moderada de etanol
al cabo .de cuatro semanas, tales como‘ un incremento en la
actividad‘de la succinato deshidrogenasa y un decremento en la
sintesis de citrulina y la concentracién de urea en sangre; si
bien, esta dltima forma de ingestién del etanol no produce
alteraciones nocivas importantes en mitocondrias de hlgado de
rata.-en comparacién con las producidas a las cuatro semanas por la

ingesta cronica severa {e. 8. Cederbaum et. al., 1Y9/74), qued¢ por



.y
demostrarse si tiempos de administracién mas proloﬁgados pueden
producir efectos similares a los ocacionados por la ingesta
crénica severa. ‘ ' _ .

Dado que més de la mitad. de la poblacidén de América del Norte
bebe de manera regular ligera o moderadamente (Baum-Baicker, 1985;
Consejo Naclional Antialcohdélico, 19685; Elliot et. al., 1985), (los
bebedores severos solo constituyen el 15% o menos dg la poblacidn
" total de bebedores (op. cit.)), 1los datos presentados en este
trabajo resultan de interés, ademas de que propoercionan una idea
de las primeras alteraciones bioquimicas producidaé por el etanol,
las cuales ayudaran eventualmente a esclarecer el mecanismo de
accidén de los efectos tdxicos del etanol.

16
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La determinacién de proteina se efectud por el ﬁétodo dedl
Biuret (Cleland y Slater, 1953), utilizéndo albaminé de suero de
bovino (fraccién V) como estandar y KCN para corregif la turbidez
- (Keiser y Vaughn, 1949)*1.

El1 consumo de oxigeno mitocondrial se registrd con un
electrodo de oxigeno tipo Clark (Yellow Springs Instruments Co.).
El control respiratorio (CR) y la relacidén ADP/O se calculd de
acuerdo a Estabrook (1967)*2. La actividad dé la succinato
deshidrogenasa (succinato : DCfP'3 oxido reductasa) en un extracto
mitocondrial fue determinada diluyendo la suspensién mitocondrial
10 veces con 0.1% lubrol WX en 20 mM de fosfato de potasio pH 7.0,
de acuerdo con Siess (1983) y ensayado espectrofotometricamente
por el metédo de Arrigoni y Singer (1962)*4.

'La actividad de ATPasa en mitocondrias {fue ensayada tal vy

XL
como lo describe Chavez y Cuéllar (1984) ~. La sintesis

mitocondrial de citrulina fue ensayada en el medio de incubacién
detallado por Corvera y Garcia Sainz (1982); despues de 10 minutos
la incubacisn fue detenida por la adicién de Acido percldéricoe (3%
de concentracién final). La citrulina sintetizada fue determinada
por el método de Boyde y Rahmatullah (1981)x6. El disefio o

estrategia experimental se muestra en la figura 2.

*1 (ver apéndice Ds.

*2 (ver apéndice E).

*3 DCI?: diclorofenol irdofenol.
*4 (ver apéndice FI.

*5 (ver apéndice G .

*6

(ver apéndice Hy.
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Los siguientesvreactivos; malato, sﬁccinato;_glutamato, ADP

‘ATP‘ D—manitol;_fenazina‘metasﬂlfato..-2,6—diclorotehol; indofenol

(DCIP), oligomicina, ~4cido N-tris * (hidroximetil)  metil

-2-aminoetanosulfonico (TES), dcido  etilendiaminotetraacetico

(EDTA), lubrol WX y albumina de " suero de bovino (fraccion Vi,
fuercn o¢btenidos de Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo. U.S5.A.. Los
otros reactivos fueron de la mas alta calidad comercialmente
disponible. S ' |

El analisis estadistico se llevdé a cabo utilizando. la prueba
de t para 2 medias (Yamane, 1970).
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RESULTADOS

La adainistracisn crénica’ moderada de -etanol durante 6
semanas, no parece = ejercer eﬁ ' terminos generales un efecto
'significativo sobre el control fespiratorio y la relacidn ADP/O,
ya sea con sustratos del sitio I (glutamato/malato} o© con un.
sustrato del sitio 11 (succinato)} (ver fig. 3a, 3b y tablas .11 y
III), aunque es iﬁportante mencionar que a la tercera . semana de
ingeéta se observd una inhibicién significativa en el controli
respiratorio con-glutamato~ma1ato como sustratos, y un ligero
incremento en la relacidén ADP/0O a la cuarta semana de ingesta,
también con- glutamato—malaté como sustratos. Estos resultados
contrastan éon los reportados para el consumo crénico severo de
etanol, el cual produce en solo 3 . & 4 semanas, dafos
significativos en el control respiratorio y en la relacién ADP/C,
principalmente con sustratos de sitio I (Cederbaum et. al., 1974a;
Cederbaum'y Rubin, 1975; Bottenus et. al., 1982; Spach et. al.,
1982). Sin embargo, la administracién crénica moderada de etanol
provoca, a la octava semana de ingesta una inhibicidén de més del
20% en el control respiratorio, vya sea con sustratos de sitio £ o
II (p¢<0.05) (fig. 3a y 3b), asl como una ligera inhibicién en 1la
relacién ADF/0.

,JPor io gque se refiere al consumo de oxigeno mitocondrial,
tanto en condiciones de reposo (estado 4}, como el estimulado por
ADP (estado 3), con succinato como sustrato (fig. 4da v 4D}, sé
observé despues de una pequefia estimulacidén a la primera semana,
una reduccién gradual hasta alcanzar poco mas del 60% del control
en el estado 4 y &l 407 del controllen el estado 3, al cabo de 8
semanas de tratamiento. Sin embargo, a la segunda semana de
ingesta la inhibicién producida resultd ser més notable que la
observada durante la tercera semana, lo cual podria sugerir la
posible existencia de algun proceso de adaptacidén al etanol.
Utilizando glutamato-malato como sustratos se observs, tanto en la
respiracién de estado 3 como en la de estado 4 un patron q}milaf

21 0
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[
al producido con succinato como sustrato (lo cual refuerza la

posible existencia de algun proceso de adaptacién al etanol), a
partir de la'cuarta semana se produjo una inhibicisn paulatina en
la respiracién, qQue alcanzd hasta un 30% ai final de las 8 semanas
de tratamiento (fig. 5a y 5b). Los trabajos con tratamiento
crénlco severo en ratas, sefialan una inhibicidén de alrededor del
20-357% con sustratos de sitio II, y de casi 40% con sustratos de
sitio I en la respiracién de estado 3 al cabo de solo 3 & 4
semanas (Cederbaum et. al., 1974a; Cederbaum y Rubin, 1975; Spach
et. al., 1979; Gordon et. al., 1982). |

La actividad de la succinato deshidrogenasa se incrementd
paulatinamente hasta la tercera y cuarta semana c¢erca de 50%
arriba del control, y posteriormente fue disminuyendo hasta
alcanzar una inhibicién de casi el 304 en la octava semana de
tratamiento (ver fig. 6). A este respecto, el tratamiento crdénico
severo ha producido resultados contradictorios: algunos
investigadores reportan incremento (French, 1968, 1969; Rawat y-
Ruriyama 1972a, 1972b), otros no muestran cambio (Reed y Mezey,
1972; Cederbaum et. al., 1973; Bernstein ¥y Penniall, 1978) e
inclusive, élgunos seflalan una inhibicidén (Cederbaum y - Rubin,
1875).

La actividad de ATPasa’ resultd inhibida por 1la ingesta
crénica moderada de etanol durante las 3 primeras semanas de
ingesta, a la cuarta semana esta se incrementé ligeramente para
inhibirse nuevamente a la quinta semana. En 1la septima semana
alcanza niveles normales y aumenta nuevamente en la octava semana.
En la novena semana se obtiene una actividad de ATPasa similar a
la del control (ver . tabla 1IV). Los reportes con tratamientos
crdénicos severos no seffalan cambios importantes hasta la cuarta.
semana de ingesta en la actividad de ATPasa latente y 1la
estimulada por desacoplantes (Videla et. al., 1973; Cederbaum et.
al., 1974a; Spach et. al., 1979); a la sexta semana reportan ‘una
inhibicién de casi 207 en la actividad de ATPasa latente (Thayer y
Rubin, 1979) y de'30% en la estimulada por desacoplantes (Thayer y
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Rubln 1979; Rottenberg et. al., 1980j}.

Por dltimo, en lo que se refiere a la slnt851s de c1tru11na,
la ingesti¢n de etanol al cabo de una semana provoca una fuerte
inhibicisn de la sintesis de citrulina (casi 40%), la cual se
recupera completamente a la cuarta semana para despues abatirse
fuertemente hasta alcanzar casi un 80% de inhibicién al final de

las ocho semanas de ingesta (fig. 7).
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Figura 3a. Efecto de la administracién c¢rénica moderada de etanol
sobre el control respiratorio mitocondrial con sustratos
de sitio I1. 2 mg de prot. mitocondrial se incubaron en
una mezcla que contenia 260 mM manitol, 0.87 mM EDTA, 4.3
mM TES pH 7.4, suplementado con 3.3 mM fostatos-tris pH
7.3, 2.6 mM MgClz, 3.3 mM KCl v 6.6 mM succinato-tris pH
7.3, o bien 3.3 mM malato-tris pH 7.3 mds 3.3 mM
glutamato-tris pH 7.3 como sustratos de sitio IIo y 1,
respectivamente, en un volumen final de 3 ml a 22 C. \Lia
respiracién fue estimulada por 410 nmolas de ADP. Los
resultados representan la media * S.E.M., con el numero
de animalées indicado al pie de cada columna.

o PCO.0OS . a0 Pe0.02 . soo P<0.001
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Figura 3b. Efecto de la administracién crdnica moderada de etanol
sobre el control respiratorio mitocondrial con sustratos
de sitio I (glutamato-malato). Las condiciones de
incubacién se detallan en la fig. 3a. Los resultados
representan la media £ S.E.M., con el numero de animales
indicado entre paréntesis al pie de cada columna.

o0 p<0.02
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TABLA II

EFECTO DEL CONSUMO CRONICC MODERADO DE ETANOL SOBRE
LA RELACION ADF/O0 CON SUCCINATO COMO SUSTRATO

SEMANAS DE , - SIGNLF1CANCIA
TRATAMIENTO RELACION ADF/O EFECTO ESTADISTICA
0 1.64 £ 0.04 (13) .

1 1.68 * 0.02 (5) v 2.4% N.S.

2 1.72 * 0.04 (8) + 4.9% N.S.

3 1.52 * 0.08 (8) - 7.3% N.S.

b 1.65 * 0.09 (7) + 0.6% - N.S.

5 1.79 = 0.07 (7) + 9.1% N.S.

6 1.70 * 0.04 (12) + 3.6% N.S.

8 1.37 £ 0.07 (8) - 16.5% P¢0.005

Los resultados representan la media + S.E.M., con el ndmero
de animales indicado entre paréntesis.
% No significativa.

TABLA 111

EFECTO DEL CONSUMO CRONICO MODERADO DE ETANOL SOBRE LA
RELACION ADP/C CON GLUTAMATO-MALATO COMO SUSTRATOS

. SEMANAS DE SIGNIFLCANCIA
TRATAMIENTO - RELACION ADP/O EFECTO ESTAD1ST1CA
0 2.38 £ 0.08 (14) x
1 2.18 * 0.03 (6) - B.4% N.S.
2 2.31 £ 0.09 (11) - 2.9% N.S5.
3 2.11 * 0.11 (8) - 11.3% N.S.
4 2.63 £ 0.05 (7) + 10.5% P<0.001
S 2.44 £ 0.10 (7) + 2.5% N.S.
6 2.63 £ 0.06 (12) + 10.5% P<0.001
8.. 2.11 * 0.06 (14) - 11.3% P<0.1

i+

Los resultados representan la media S5.E.M., con el numero
de animales indicado entre paréntesis.

¥ No significativa.
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Figura 4a. Efecto de la administracidén crénica moderada de etanol
sobre el consumo de oxi{igeno mitocondrial, en condiciones
de reposo o estado 4, con succinato como sustrato. Los
resultados representan la media * S.E.M., con el ndmero

de animales 1indicado al pie de cada columna. Las
condiciones de incubaci®n se detallan en la figura 3a.
s p<0.05 . so p<0.02 . soo pPc«0.001
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Figura 4b. Efecto de 1la administracién crénica moderada de etanol
sobre el consumo de oxigeno mitocondrial estimulado por
ADP o0 de estado 3, .con succinato como sustrato. LoOs
resultados representan la media * 5.E.M., con el ndamero

de animales indicado al pie de cada c¢olumna. Las
condiciones de incubacidn se detallan en la figura 3a.
sce P<0.001
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Figura 5a. Efecto de la administracién crénica moderada de etanol

\

sobre el consumo de oxigeno mitocondrial en condiciones
de reposo o de estado 4, con glutamato-malato como
sustratos. Las condiciones de incubacién se detalian en
la figura 3a. Los resultados representan - la media =

S.E.M., con el numero de animales indicado al pie de cada

columna.
oo P<0.01 . °
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Figura 5b%. Efecto de la ingesta crénica mcderada de etanol sobre
el donsumo de oxigeno mitocondrial en condiciones de
estado 3, o0 estimulado por ADP, con glutamato-malato como
sustratos. Las condiciones de incubacidén se detallan en
la figura 3a. Los resultados representan la media =+
S.E.M., con el numero de animales indicada al pie de cada
columna.

o p«0.02 . es P<0.01
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ACTIVIDAD DE_SUCCINATO_DESHIDROGENASA
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Figura 6. Efecto del conshmo crdénico moderado de etanol sobre Ala

actividad de la succinato deshidrogenasa en mitocondrias
de higado de rata. La actividad se determind tal y como
se describe en Material y Métodos. Los resultados
representan la media * S.E.M., con el numero de animales
indicado al pie de cada columna.

o pc0.02 . so p<¢<0.005
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~TABLA 8 -

EFECTO. DE LA ADMINISTRACION CRONICA MODERADA DE ETANOL SOBRE LA
ACTIVIDAD DE ATPasa LATENTE EN MITOCONDRIAS DE HIGADO D RATA

SEMANAS DE . ACTIVIDAD SIGNIFICANCIA
TRATAMIENTO DE ATPasa EFECTO ESTADLSTLICA

0 279 + 17  (16)

2 202 £ 6 (3) - 27.6% - P<0.001

3 200 £ 10  (4) - 28.3% P<0.001

4. 347 + 21 (11) + 24.4% Pc0.02

5 208 + 4 (3) - 25.4% P¢0.001

7 290 * 13 (4) + 3.9% N.S.

8 341 + 11 (5) + 22.2% P<0.005

9 274 = 28 (7) - 1.8% N.S.

La actividad de ATPasa latente esta expresada en nmolas Pi
liberado x min =~ x mg prot . Los resultados representan la media
+ S.E.M., con el numero de animales indicado entre paréntesis.

©
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SINTESIS DE  CITRULINA
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Figura 7. Efecto de la administracion crénica moderada de etanol
sobre la sintesis de citrulina en mitocondrias de higado
de rata a 1lo largo de 8 semanas de tratamiento. La
sintesis de citrulina fue medida en dos ml (volumen
final) de un medic que contiene: 4.5 mg de protelna
mitocondrial, 75 mM Tris-HCl, 5 mM KH2PO4, 15 mM KClL, 3
nM MgClz, 16 mM KHCO3, 1 mM EDTA, 10 mM ornitina, 10 mM

* .succinato, 4 ug retenona, 25 mM manitol y 10 mM NHsCl pH
7.4, Los resultados mostrados representan Jla media £
S.E.M., con el namero de animales indicado al pie de cada
columna.

o P<0.002 . .0 p<c0.001



DISCUSION

A pesar de la. gran cantidad de reportes diSponibles acerca dé
los cambios bioquimicos producidos por la ingesta crdénica de
etanol, son escasos los trabajos en los cuales se analiza ‘ia
avolucién de tales cambios a lo largo del 'tiempo. En dicho
sentido, este trabajo és uno de los pocos que proporcionan
informacién al | respecto. Lo anterior es  particularmente
importante, dado que la magnitud de los efectos producidos por el
etanol, son altamente dependientes de la duracidén de 1la ingesta
(Lieber v DeCarli, 1977: informacisn proporcionada en este
trabajo).

Los resultados obtenidos con lé ingesta crénica moderada, al
contrastarse con los obtenidos por otros investigadores con la
ingesta crénica | severa, muestran una c¢lara y significativa
diferencia, ya que esta udltima es notoriamente mAs nociva al
comparar efectos-tiempo de tratamiento, por 1o menos en lo que se
refiere a la respiracién mitocondrial. Sin embargo, es muy notablé
la inhibicidén en la respiracidén mitocondrial después de 8 semanas
de consumo crénico moderado, principalmente con succinato comb
sustrato. Esto ¢ltimo indica, que aun el consumo moderado, con el
tienpo prdvoca efectos altamente nocivos sobre mitocondrias.

Es dificil tratar de explicar el 1ligero incremento en la
.respiracién mitocondrial producido por el tratamiento con etanol
en la primera semana de ingesta, puesto que el etanol no tiene
efectos directos sobre el consumo de oxigeno (Cederbaum et. al.,
1974b). Ademas, 1las concentraciones de etancl en  sangre,
producidas.aor el tratamiento crdénico moderado de etanol son
- despreciables (Lieber et. al., 1965; Elliot et. al., 1985;
Zentella de Pifa et. al., 1987); esto dltimo contrasta con la
concentracién de etanol en sangre producida por el consumo crénico
severo, la cual oscila alrededor de 15 mM (lieber et. al., 1965;
Vaanianen y Lindros, 1985).

Con respecto a la inhibicién por el tratamiento crdénico de
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etanol en la respiracién mitocondrial en el estado 4 o de reposo, .
nd es claro el significado‘ tfisioldgico 4de la misma. ‘Algunos
investigadcres (Groen et. al. 1982), seRfalan al reciciamiento de
protones a través de la membrana’ interna mitocondrial como el
principal factor que determiha el consumo - de oxigeno en
condiciones de estado 4. En contfaposicién. otros autores han

‘demostrado la sintesis mitocondrial de ATP en  condiciones de

estado 4 (Lemasters y Hackenbrock, 1980; Masini et. al., 1983), e
inclﬁsive (con piruvato como sustrato), han logrado inhibir <c¢on
oligomicina en mAas de un 507 el consumo de oxigeno en condicliones
de estdo 4 (Masini et. al., 1983; Julidn Sanchez et. al., 1987;
Riveros Rosas et. al., 1987); lo cual implica que por lo menos un
507% de 1la réspiracién en el estado 4 esti acoplada a la sintesis
de ATP. Todo esto sugiere entonces, que la respiracidén de estado 4
refleja los requerimientos energéticos de 1la mitocondria, ¥y no
constituye un mero artefacto, como se habia sugerido previamente
(Groen et} al., 1982), En este sentido, pensamos en un futuro
préximo titular la respiracién mitocondrial en estado 4 . con
oligomicina, y comparar la proporcidén del consumo de oxigeno esta
acoplado a la sintesis de ATP, tanto en 1las ratas etanolizadas
como en las controles.

En relacidén con la respiracisén mitocondrial en el estado 3,
algunos investigadores reportan ai translocador de  adenin
nucledtidos y al acarreador de dicarboxialtos como. los principales
factores limitantes en la velocidad de la fosforilaci®n oxidativa
(Groen et. al., 1982; Wanders et. al., 19843). Si suponemos que la
cadena respiratoria no ejerce4 un control significativo en el
consumo de oxigeno mitoncondrial en el estdo 3, tendremos entonces

que el cociente (vel. de consumo de oxigno en edo. 3 con

succinato)/(vel. de consumo de oxigeno en edo.3 con sustratos de



x
sitio I) debe ser cercano a los 3/2 1, ya que para . tener una X

velocidad de sintesis de ATP, los sustratos de sitio 11 consumen
1.5 veces mis oxigeno que los sustratos de sitio 1. E1 wvalor que
se obtiene para las ratas controles no difiere significativamente
de 3/2 (1.55 £ 0.08) (ver tabla V), 1lo cual nos indica que
efectivamente en condiciones normales la cadena respiratoria no
ejerce un control importante en la velocidad de consumo de ox{igeno
en el estado 3. Sin embargo, al calcular este mismo cociente para
las-ratas tratadasd crénicamente con etanol durante 8 semanas
obtenemos un valor de 1.08 + 0.11 (ver tabla V), €l cual difiere

. significativamente de 3/2 (p<0.01). En base a estos resultados, se

-puede afirmar que al final de las 8 semanas de tratamiento, la
cadna respiratoria y/o el acarreador de dicarboxilatos con
succinato como sustrato, se han convertido en uno de los factores
limitantes mas importantes en la velocidad de consumo de oxigeno
de estado 3. Esto dltimo se ve apoyado por el hecho de que la
‘administracisdn crénica de etanol disminuya la actividad de 1la
citocromo oxidasa (cederbaum et. al., 1973; Cederbaum y Rubin,
1975; Koch et. al., 1977; Bernstein y Penniall,1978; Spach et. al
1982; Zentella de Pila et. al., 1988) y de los citocromos a+as y b
(Roch et. al.,1977; Bernstein y Pennial, 1978; Thayer y Rubin,
i979, 198i; Schiliing y Reitz, 1980; Zentelia de Piflia et. al.,
1988). '

Por otra parte es todavia incierto el significado fisioldégico
‘de una alteracién en la respiracién de estadoc 3, ya que un'aumento
0 disminucidén de esta dltima, ne se correlaciona con un aumento o
disminucién en la respiracién por parte de la célula completa; de
hecho,'Thurman et. al., (1976) reportan con la ingesta crénica de
etanol, uﬁ. incremento en el consumo de oxigeno en higado

*1

Esto es cierto, si 'y solo sof las respectivas deshidrogenasas
y ocarrecdores ne sgon  también  un  factor limitante. tPara el cazo
de lo succinate deshidrogenasa esto es valido, va que ircrementes
en la actividad de esta enzima, no correlacionan con incrementos
en la velocidad de consumo de exigeno mitocondrial en condiciones
de estado 3 (Zentella -+ de pPilia et, al.. i088; resultades

proporcionados en este trabajon.
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e
perfundidos, al tiempo que establecen para esos mismos higados, un
decremento en el consumo de oxigeno de estado 3. ' '

_Para poder determinar si'la relacién ADP/O0 se ve afectado

. preferentemente con sustratos de sitio I o [I, se calculd el
cociente (ADP/O con sustratos de sitios II)/(ADP/O con sustratos
de sitio I) para cada uno de los grupos experimentales (tabla V).
si el ADP/0 no ha sido afectado preferntemente para ninguno de los
dos tipds de sustratos, el cociente debe de tender hacia un valof
-de 2/3; si en cambio, el acoplamiento de ;a fosforilacién

-.-oxidativa se ve afectado selectivamente para un tipoc de sustrato,

.@l cociente obtenido debe ser significativamente diferente de 2/3.

~“Como se puede observar en la tabla V, durante las dltimas semanas.

.de tratamiento con etanol, el valor del cociente no difiere
significativamente de 2/3, lo cual sugiere que el acoplamientoc de
la fosforilacién oxidativa no es selectivamente afectado para
sustratos de sitio I o Il. Esto contrasta con algunos reportes con
ingesta crdnica severa de etanol, los cuales sefialan un
desacbplamiento preferentemente con sustratos de sitio i
{Cederbaum y Rubin, 1975). Durante las primeras semanas de
ingesta; el cociente si{ parece diferir significativamente de 2/3,
pero en este caso, es probable que més'bien se deba a una mejora
en el acoplamiento de la fosférilacién oxidativa para sustratos de
sitio II, indicahdo aparentemente una mejora en el acoplamiento de
la succinato deshidrogenasa con la cadena respiratoria.

. Por lo que se refiere a la succinato deshidrogenasa,, no es
‘claro si las alteraciones observadas en la actividad de esta
enzima son fisioldgicamente relevantes;vsi bien esta engima no ha
sido seflalada como un factor limitante en la respiracisn
mitocondrial (Groen et. al., 1982), es una enzima que cataliza una
‘reaccidn alejada del equilibrio (Krebs, 1969), v que es modulada
por diversos metabolitos e idnes (5inger et. al., 1973; Chattee
et. al., 1977; Swierczynski y Davis, 1978; Chavez et. al., 1986},
por lo cual no puede descartarse su posible papel como un
importante enzima reguladora del ciclo de Krebs (ver apendice [).



. Con relacidn a vla'.sintesis de citrulina,' los resultados
obtenidos durante la primera' cemana dé tratamiento, .éoncuerdan
bién con;los reportes que sefialan una inhibicisn én'la‘sintesis de.
urea eﬂ hepatocitos.aisladbs incubados con etanol. (Stubbs, 1976;
Msrland et. al., 1981); lo cual sugiere un efecto directc del
etanol éobre las enzimas del ciclo de la urea. La fuerte
declinacién en la sintesis de citrulina en las Gltimas semanas es
probable que este relacionado con el abatimiento de la respiracidn
mitocondrial con succinato como sustrato {ver figura 7), yas gue
es precisamente el succinato el sustrato okidable utilizado en el
ensayo de citrulinogénesis. ’ ‘

Por otra parte, los resultados mostrados én el precente
trabajo seffialan 1la necesidad de efectuar una evaluacidén mas
cuidadosa de los reportes que sefialan "efectos benéficos" con el
consumo moderado de etanol, ya que conforme transcurre el tiempo,
los efectos producidos por la ingesta moderada de etanol llega a
ser tan nocivos c¢omo 1los producidos por la ingesta croénica
severa, es decir, es necesario evaluar cuidadosamente también los
efectos téxicos del consumo moderado de etanol sobre todo en
humanos, antes de pensar en los beneficios terapf£uticos producidos
por este.

~Por dliimo, &s importante hacer notar con relacidén a todos
los efectos observados en el presente trabajo, gque el etanol
parece tener distintos mecanismos para provocar sus efectos, vya
qgue por un lado es capaz de producir un ligerb aumento en todas
las‘funciones respiratorias de la mitocondria, y al mismo tienpo
producir una disminucién importante en la sintesis de citrulina;
sin embargo, ya para la octava semana de tratamiento practicamnte
todas las funciones mitocondriales se encuentran abatidas. Ademas,
es importante enfatizar el posible proceso de adaptacidn
metabdlica que se da alrededor de la tercera semana de ingesta,
como un intento de la mitocondria de recuperar su funcionamiento
normal. Queda todavia mucho por investigar en cuanto a la serie de

eventos a nivel molecular que ocurren durante la ingesta cbntinua

38



[ S

de etanol, pero a este respecto, éste €s uno de 1os pocos trabajos
_que>da una idea de la evolucidén en el tiempo, de los cambios
producidos por la ingesta de etanol, lo cual es una de las
_primeras etapas necesarias para la elucidacién de cualquier

mecanismo de accidn.
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TABLA V

EFECTO DEL CON3UL10 CRONICO MODERADO DE ETANdL_ A LO LARGO DLDE 8

SEMANAS DE TRATAMIENTO SOBRE EL COCIENTE

[VEL.

DE CONSUMO Dk

OXIGENO EN ESTADO 3 CON SUCCINATO COMO SUSTRATO]/IVEL. DE CONSUMO
DE OXIGENO EN ESTADO 3 " CON GLUTAMATO-MALATO COMO SUSTRATOS| ¥

‘SOBRE EL COCIENTE [ADP/O CON SUCINATO COMO

GLUTAMATO-MALATO, COMO BSUSTRATOS]

SUSTRATO]/1ADP/O  CON

SEMANAS DE [EDO. 3 (succ.)] [ADP/O (succ.)]
TRATAMIENTO [EDO. 3 (glu-mal)] [ADP/0 (glu-mal)]
o) 1.55 = 0.08 (11} 0.68 = 0.02 (12)
1 1.50 £ 0.04 (5) 0.76 £ 0.03 (5)*%
2 1.45 £ 0.07 (9) 0.76 £ 0.02 (9)%
-3 1.39 £ 0.04 (8)* 0.74 * 06.01 (7)%
4 1.64 £ 0.08 (7) 0.66 * 0.01 (5)
5 1.31 £ 0.J03 (5)% 0.74 £ 0.01 (5)%
6 1.31 £ 0.95 (8)% 0.66 * 0.01 (10)
8 1.08 * 0.11 (9)% 0.64 * 0.03 (8)
Los resultados representan la media * S.E.M., con el ndmero

de animales indicado entre paréntesis. -

.‘.p<0.05 + p<¢0.01
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APENDICE A
ESTADO REDOX DE LA CELULA
El estado redox de la celula es caracterizado por el valor de

la razén (Krebs, 1967): .

Concentracidén de NAD+ libre

Concentracidén de NADH libre .

y es comtnmente referida como la relacién NAD+/NADHt1. Esta
razén es particularmente importe de conocer debido a que
proporciona informacidén acerca del comportamiento metabdlico que
tienen los sustratos oxidados vy reducidos, ya que por un lado
determina la direccidén de las reacciones reversibles que ocurren
dentro de la c¢lula, y por otro, determina la magnitud de los
cambios de energia libre que se producen en las reaciones de
édxido- reduqcién. Esto dltimo resulta importante sobre todo si se
recuerda que muchas de las reacciones dentro de la célula' no se
lleva a cabo a menos que el cambio en energia libre este por

arriba se cierto valor minimo.

4

1 se especifica NAD+ libre y NADH libre para excluir Les
nucledtidos  unides o proteina, los cuales no 3on liberados al
citoplasma y no  participan en la mayoria de Las reacciones de
bxido reducci®n que se danm dentro de la célula ¥y no determinan por

tanto. el comportamiento de los sustratos reducides y oxidados.
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APENDICE B

IMPLICACIONES FISIOLOGICAS DE LAS ALTERACIONES EN LA FLULDEZ DE LA
' MEMBRANA - '

Los cambids en la fluidez o rigidez de la membrana, éomo es
bien conocido, se deben a alteraciones en la proporcién de 1lpidos
saturados e insaturados: un aumento en la proporcién, de lipidos
saturados confiere una mayor rigidez en la estructura de la
membrana, al favorecer la formacién de un retfculo cristalinc
rigidoA{e. g. Morrison y Boyd, 1983). A su vez, un aumento en la
proporcién de lipidos insaturados tiene como consecuencia un
aumento en la fluidez de la membrana va que debido a su doble
enlace y al doblez en su estructura que le acompafa, rompen
suficientemente. el alineamiento de los lipidos saturados como
para que la membrana tenga un c¢aracter semiliquido‘z.

Las alteraciones en la composicién de las membranas celulares
son de suma importancia, debido a que estas pueden provocar un
cambio generalizado en el funcionamiento de todas 1la protefnas
asociadas a membranas (Raison, 1972), vya que al producirse
modificaciones en el medio lipidico e hidrofébico en el cual estan
inmersas algunas protefnas, se pueden inducir cambios importantes
‘en la estructura tridimensiona; de estas, lo cual a su vez puede
alterar su funcidén dentro de la célula. En este sentido resulta
‘muy interesante la correlacisdn que se ha podido establecer entre
el grado de insaturacién de 1los 4acidos grasos de los lipidos
membranales y la temperatura a la cual el organismo normalmente

funciona. (Raison, 1972), ya que mientras m&s baja sea la

2

Este Ultimo efecto se puede obserwvar de manera mis
espeoctacular en los procedimientos para el endurecimiento de
aceites, ya que Lla hidrogenacidn de alguncs de los dobles enlaces
de aceites como el deo semilla de o.Lgodén, mal =z =) sovya, convierte
estos liquidos en sSlides de consistencic comparable a la de lta
manteca ¥y  mantequilla. Este endurecimiento de aceites oS la base
de wuna industria importante que produce grasas para cocinar v
cleomargaorinas.



temperatura a la cual trabaja el organlsmo mayor es el grado de
insaturacién que presentan sus lipldor de membrana.

'Sin embargo, esto no debe ilevarse al cxtremo de pensar que
cualesquier modificacién;en la composicidén de la membrana conlleva
neceéariamente alteraciohes en el fuhcionamienté de sus proteinas,
asociadas. De hecho se ha podido demostrar cambios. significativos
en la éomposicién de las membranas, sin alteraciones importes en
los sistemas enzimaticos asociados a ellas,. y '~ viceversa,
‘alteraciones importantes en la actividad de enzimas asociadas a
membranas, sin cambios importantes en la composicién de los

lipidos de ¢stas (Gordon et. al., 1982).
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APZNDICE C

AISLAMIENTO DE MITOCONDEIAS

~ La técnica generalmente utilizada para el aislamiento de
mitocondrias intactas, es la desarrollada por Schneider y Hogeboom
(1950). En ella el primer paso despuses de cortar el tejido
hepatico en pequefias piezas, es romper las c¢<¢lulas. Esto se
efectua entre 0° y 4° C. en un medio de suspensidén isoténico,
generalmente a base de sacarosa o manitolxg. En .nuestro caso el
medio de aislamiento utilizado es el descrito .previamente, por
Siess (1983a) vy cbnsiste en: 0.3 M manitol‘4 (como agente para
‘mantener isstonico el mediots), 1 mM EDTA (como qgquelante de
vcalciois v 5 mM TES pH 7.4 (como buffer para mantener constante el
‘pH) . las cé¢lulas se rompen mediante una homogeneizacidén suave,
utilizando un mortero de vidrio con pistilo de teflén de 0.1 mm de
seccidn x7. Posteriormente, el homogeneizado recibe una
,cgntrifugacién relativamente ligera (600 x g durante 10 min.) para
sedimentar c¢lulas completas, restos celulares grandes y nucleos.
El sobrenadante, que contiene a las mitocondrias se centrifuga
generalmente de 5500 x g a 10000 x g durante 10 min. para obtener

*3 Se efectua en frio para bajar al minimo la actividad de las
enzimas liticas que podri an de alguna manera dafar las
mitocondrias.
4
Utitizamos manitol porque 3e ha demostirado que Los
.monosacicorides son mejores que los disacArides &n la preservacidn
de las funciones mitocondriales (Siess, 1983b).
#5
La osmolaridad de - la célula hepética es de alrededor de 300
mosmoles.
26 - ‘.. +
Se affadg debidec a que el ca ez un fuerte agente desacopla de
las mitocondrias al permeabilizar ta membrana interna mitocondrial
(e. g. Drchota et. al. 1905).
x7 .

En ol caso de tejides animales mAs densos como el mUscule
cardi aco, es necesario ablandar previamente el tejide por
tratamiento con una enzima protecli ca bacteriana inagrasay, Fara
lograr un rompimiente celular satisfactortio twhittaker v Darkes,
1982).
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un sedimento que contiene a las 'mitocbndrias.' El sedimento se
resuspende en medio de aislamiento y se centritugan. nuevamente
para lavar las mitocondrias y dejarlas libres de material no
mitccondrial cbntaminénte.‘ Las mitocondrias finalmente  se
resuspenden en un pequefio volumen dé medio de. aislamiento para
finalmgnte ajustarlas a una concentracién de 50 mg de prot.
mitocondrial/ml. . | '
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APENDICE D -

DETERMINACION DE PROTEINA
La reaccidn de biuret para la determinacién de protetnas fue

uno de los primeros ensayos ‘colorimetricos de protelna

desarrollados (Gornall et. al., 1949). y desde entonces sigue
siendo ‘uno de los métodos mas ampliamente utilizados. Se usa

principalmente en aquellos . casos en que se requiere una

determinacidn riapida de la concentracién de proteina y no se
requiere una gran sensibilidad. La naturaleza del complejo
coloreado, aunque desconocida en detalle, se piensa que involucra
la formacién de un complejo en solucién alcalina entre el cobre vy
el enlace peptidico de las protefnas y 195_;fesiduos de tirosina
(Ccoper, 1979). . %Qf}f?

Las sustancias que interfieren cén este ensayo incluyen
buffers de naturaleza aminoacida o peptidica como el Tris, ya

quedan una formacidn de color positiva.

Preparacion del reactivo de biuret.

i) Disolver 1.50 g de CuS042*5H20 (sulfato de cobre I[I
pentahidratado) y 6.00 g de NaKCs4Oc*4H20 (tartrato de sodio vy
potasic) en 500 ml de agua destilada.

» ii) ASadir 300 ml de NaOH (hidrdéxido de sodio) al 10% (P/V) y
aforar la solucidén a un litro con agua destilada.

El reactivo de biuret asi preparado debe presentar un color
azul no muy oscuro, pudiendo ser almacenado indefinidamente. Si
se llega a observar la formacién de un presipitado negro dentro
del frasco que 1lo contiene, la solucidén debe descartarse N4

prepararse una nueva.

Determinacién de proteina.

En tubos de microcentrifuga (de 1 ml. de capacidad) se aRaden
las siguientes soluciones: 75 ul de agua destilada, 10 wul de
suspensién de mitocondrias y 15 pl de acido triclorocacéticqe 3 M
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para precipitar las proteinas {cada detérminacién debe efectuarse
por triplicado). Posteriormente se centrifugan los tubos en una
microcentrifuga clinica por 2 min, descartindose el -sobrenadante.

- El precipitado.. de proteina mitocondrial. se resuspende

cuidadosamente con ayuda de una espatulilla en 100 wul de agua.

E1 blanco lo constituyen 3 tubos con 100 ¢l de agua solamente y el

estandar lo ;onstituyen 3 tubos con 100 ul de una =solucién de
albumina de suero de bovino (10 mg/ml). La densidad &ptica que

-gse obtiene del standar con una cubeta de } ‘cm de espesor, ya

restando la turbidez, es de alrededor de {.260-0.280.
Posteriormente se afiaden 400 ul de agua a todos los tubos

seguidos de 500 ul del reactivo de biuret. Los tubos se tapan

cuidadosamente y se agitan vigorosamente en el vortex. Los tubos

‘se leen en el espectrofétometro a 546 nm d longitud de onda.

Finalmente, para restar la turbidez que se presenta en los
tubos, se aflade a cada uno una pequefa pizca de KCN, el cual
reacciona con el complejo coloreado del reactive de Dbiuret,
vélviendolo incoloro, por lo que al leer nuevamete la absorbancia
de los tubos, uno ya es capaz de restar a la lectura original, la
absorbancia provocada por la ‘turbidez. Una vez restada la
absorbancia del blanco a cada uno de los tubos, 1la absorbancia

restante es directamente proporcional & la concentracién de

proteina.
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APENDICE E
DETERMINACION POLAROGRAFLCA DE OX1GENO EN SOLUCION

El elctrédo de oxigeno tipo Clark es ampliamente utilizado en
investigaciones relacionadas con la fosforilacic¢n oxidativa. Este
consiste esencialmente de un cidtodo de platino ¥y un anodo de plata
envueltos dentro de un blogue de epoxi formando la'celda sensora. .

El sensor se encuentra cubierto por una fina pelicula de ura
solucién de 3 M de KC1l, la cual estd separada del medio de
reaccisén por una fina membrana de tefldn, permeablé solo a gases
{Yellow Springs Instrument Co., 1980; Dawes, 1980). Cuando un
voltaje polarizante es aplicado a través de la celda, el oxigeno

reacciona en el ciatodo provocando que fluya una corriente a traves

3
de la célula " :

Oz + 2H20 + 4e * T 4oH "

La corriente que fluya a través de este electrddo sera
X0
directamente proporcional a la concentracién de oxigeno z.

[}

*]

: El consumo de oxige?o por .el sensor ez de aproximadamente 0.2
mancdtomes oxligeno x  min . por lo que puede ser despreciado en la
moyorfic de los casos.

#2 . . .
Estrictamente: es proporcional a la  activided del ox{ gero en
solucidn,
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Figufé 1.

[«»Bloque de Epoxi

C atodo de Plafino
Anodo de Plata | |

Representacién esquematica del electrdédo de oxigeno

tipo Clark.
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DETERMINACION DEL COCIENTE RESPIRATORIO Y LA RELACICN ADP/O
o EN MITOCONDRI1AS :

Es bien conocido dué la cadena de transporte de electrones
procede a maxima velocidad sélo cuando el ADP, fosfatos y un
sustrato oxidable estaAn presentes en el medio (e. g. Lehniger,
1981; Stryer, 1979). Cuando el ADP no esta presente, el consumo de
oxigeno es muy bajo; a esta consicién se le conoce . como
respiracién de estado 4 o de reposo. Sin embargo, si se afade una
cantidad conocida de ADP, el consumoc de. oxigeno se incrementa
riapidamente al maximo debido a que el ADP esta siendo fosforilado
activamente. a ATP; este estado es conocido como respiracidén activa
o de estado 3. Cuando todo el ADP ha sido fosforilado,. la
velocidad de consumo de oxigeno r1etorna abruptamente a las
condiciones de reposo. Este fenémeno; en el cual la velocidad en
que trabaja la cadena de transporte de electrones es controlada
por la concentracién de ADP es llamado control respiratorio. El
control respiratorio se define como la razén entre la respiracidén
mitocondrial en condiciones de estado 3 vy la respiracion
mitocondrial en condiciones de estado 4. Esta razén o cociente es
en general superior a 4 en mitocondrias intactas y tiende a
decrecer conforme las mitocondrias estén mas desacopladas.

'~ E1 cociente entre el numero de moles aRadidos de ADP y el
oxigeno consumido durante la transformacién del ADP en ATP se
conoce como la relacién ADP/0O (ver figura 2). Esta debe tender a
un valor de 2 para sustratos de sitio 2 y a 3 para sustratos de

sitio 1.
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Mitocondrias

Tiempo

Figura 2. Trazo tipico de consumo de oxigeno mitocondrial
obtenido en el oximetro, en el cual se muestra el
procedimiénto para determinar el control respiratorio vy
la relacisn ADP/O. '
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APENDICE F
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA SUCCINATO DESHIDROGENASA

La actividad de la succinato deshidrogenasa {succinato: DClP
oxido reductasa) se ensayo en este trabajo de acuerdo al-‘método
utilizado por Siess (1983a), . determinindose
espectrofoﬁométricamente tal ¥y como lo describen .Arrigoni y
Singer (1962).

Para ello, 0.5 mg de proteina mitocondrial {(10ul) se diluyen
en 90 ul de 0.1% lubrol wx‘l en 20 mM de fosfato dibisico de
potasio pH 7.0, con el objeto de permitir que el succinato tenga
libre acceso a la enzima; el fosfato se aflade porgue es
indispensable para activar la enzima. Una vez que la dilucidn de
mitocondrias se ha llevado a homogeneidad, se toma una alicuota de
10 11 y se transfieren a una celda de cuarzo de 250 unl de
‘capacidad, la cual contiene 10 ul de DCIP (0.064%) mas 120 ul de
0.1% de lubrol en 20 mM de fosfato dibasico de potasio pH 7.0 y 10
1l de KCN 15 mM; este Gltimo con la finalidad de evitar que 1la
succinato deshidrogenasa ceda los electrones del succinato a 1la
cadena respiratoria. inmediatamente se afiaden 10 ul de succinato
‘de sodio- 400 mM pH 7.0 y 50 w1l de PMS 2 (1.32 mg/ml),
homogenéizando répidahente con la ayuda de una espatulilla. Se lee
inmediatamente a 578 nm registrandose el curso de la reaccidén
' (ésta mantiene una velocidad constante duranté‘aproximadamente un
minuto).

La reaccidén quwe se lleva a cabo dentro de la celda es:

‘Succinato + PMS ——"5 PMSreducido + Fumarato

PMSreducide + DCIP ~——— DCIPreducido + PM5

*1

El lubrol WX es un detergente utilizade pare romper membranas

2

PMS: fenazina metasulfato.



N
en la cual el DCIP fuertemente coloreado va perdiendo su
coloracién conforme este es reducido. El coeficiente de extincidn
molar del DCIP es 100 x 107> M cm ', o
'F1 tnico factor limitante dentro del sistema es la cantidad
de proteina mitocondrial, es decir, la velocidad de la reaccién es
directamente proporcional a la cantidad de proteina mitocondrial,

y por supuesto, a su actividad especifica.
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APENDICE G
ACTIVIDAD DE ATPasa

‘ La actividad de ATPasa se ensays de acuerdo con el aétodo
utilizado por Chavez y Cu<¢llar (1984). Para ello 2 mg de brotelna
mitocondrial se incubaron durante 5 min. a 30 Cen 2 ml de una
solucidsn hipdtonica que contiene 7.5 mM Tris-HCL ph‘.7.4, 75 mM
. MgCla y-109 vmolas de ATP pH 7.3; esto con el fin de romper la
mitocondria y asegurar que la velocidad de hidrolisis del ATP ecste
~limitada unicamente por la actividad de la ATPasa, y no también
- por la actividad del translocador de adenin nucledtidos. En este
caso el ATP acomplejado con Mg"+ es el sustrato de 1la reaccidn,
la cual produce ADF’—MgM més fostato, el cual se determina
posteriormente una vez que la reaccid$n ha sido detenida con 0.2 ml
de 4cido tricloroacético (30%).
El fosfato liberado se determindé esencialmentede acuerdo

al método de Sumner (1944).



APENDICE H-
ACTIVIDAD DE CITRULINOGENES1S

El ciclo de la urea dentro de 1la cé¢lula hepatica puede
representarse esquemidticamente como se muestra en la figura 1. En
ella se puede observar que el ciclo se lleva a cabo dentro de 2
compartimentos celulares. Una primera fase compfende desde 1a
. entrada de ornitina a 1la mitocondria hasta la liberacisén de
citrulina al citosol por parte de la misma, esta fase es altamente
.dependiente deé energia y corresponde a la actividad de
z-citrulinogénésis por parte de la mitocondria; y una segunda fase
-—-que se lleva a cabo dentro del’citosol y que comprende la serie de
reacciones que transforman la citrulina en argininosuccinato,
arginina y finalmente ornitina y urea, y la cual no depende de
energia.

-Fumarato Ureq: _ o
Carbumiffosfato

Arginina

Arginino Succinato #2ADP  Pi

2ATP
Aspartato ' CO, + NH*
e > 4
Citrulina Citruling
CITOSOL MITOCONDRIA

Figura 1. Representacidn esquematica del ciclo de la Ufea dentro
de la célula hepatica.



De esta manera tenemos eptonces que la actividad de
citrulinogénesis representa la fase mitocondrial del ciclo de la
urea; Esta adtividad se considera"que esta -éontrdlado casi
exclusivamente por la carbamil fosfato sintetasa (Wander et. al.,
1984b), ya que a concentraciones saturaﬁtes de émonio y ornitina,,.
presenta un coeficiente de control de flujo coercano a 1 (ver
apendiée I). . | | '

. En este‘trabajo, la sintesis de citrulina sé .ensayo en un
medio que contiene: 45 mg de proteina mitocondrial, 5 mM KH2pPO4
15 mM KC1, 3 mM MgClz, 16 mM KHCO3, 1 mM EDTA, 10 mM ornitina, 10
mM succinato, 4 pg rotenona, 25 mM manitol, 10 mM NH4Cl y 75 mmMm
tris-HCl pH. 7.4 a 25°C durante 10 min. La reaccién se paré con 2
ml de acido percldrico (6%), y la citrulina formada se determind
espectrofotométricamente a 530 nm. Para ello se incuba una
alicuota de 0.1 ml con 3 ml de una solucién que contiene 0.16%
(P/V)} de diacetil monoxir ~. 16.677% (V/V) de Hz2350s, 13.33% (V/V) de
HsPO« y 0.167Z (P/V) d. FeCla durante 5 min a ebullici®n;
posteriormente las muestras se enfrian y se determina su

absorbasncia a 530 nm. .
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APENDICE I

REGULACION METABOL1CA

. El control del metabolismo se realiza a nivel de la actividad
enzimdtica. E1 funcionamiento de una enzima puede aiterarse
modificando el pH, la temperatura, las coﬂcentracidnes de
sustratos vy proddctos‘ o la concentracién de la enzima miﬁﬁa
{Moreno Sanchez, 1986). Ademas, ciertas enzimas puedén‘cambiar su
actividad por la presencia de moduladores especificos (enzimas
alostéricas). Por otra parte, el metabolismo celular tambi£n puede
controlarse mediante sefialwes externas como 1o son 1los estimulocs
-~ hormonales, ya que las hormonas a traves de mecanismos covalentes
y no covalentes pueden modificar la actividad enzimitica y de esta
manera influir en el metabolismo (para una revisidén ver Villalobos
Molina y Saavedra Molina, 1986). En la tabla I, se ennumeran los
-mecanismos que modulan la actividad enzim&tica. De todos estos
mecanismos, los cambios en 1las concentraciones de sustratos,
productos o cofactores son mas frecuentes, y como todos ellos son
compartidos por diferentes vias, pueden considerarse como
mgcanismos de control. Ademids, el transporte de.metablitos de una
compartimiento ceiular a otro puede modificar de manera importante
las conCentraciones relativag Yy, en concecuengia el fiujo
-metabélico (Moreno SiAnchez, 1986). 5in embargo; el cambio en la
‘concentracidn de algun metabolito sélc puede alterar la actividad
enzimdtica cuando esti alrededor de 1la Km, donde la velocidad
varia proporcionalmente con la concentracisén de sustrato.

La \pélula modula principalmente la actividad metabdlica
mediante ﬁécanismos mis fino hy efectivos, de tal forma que los
cambios producidos en solc una o dos enzimas repercuten en el
flujo total de la via metabslica. Este tipo de enzimas llamadas
reguladoras se han definido como aqu<¢llas cuyas propiedades son
controladas por otros factores diferentes a las concentraciones de

sustratos y productos, y las cuales son capaces de ejercer un

- 57



. . TABLA I |
s .
MODULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

" MECANISMOS DE REGULACION NO COVALENTE
i) Concentracibnes de sustratos ¥ productos.
' Comnpartamentalizacisn. .
ii) Alosterismo (coopeiatividad y modulacién por moleculas
‘pequeflias que se unen a -sitios reguladores: ATP, ADP,
NAD", NADH, CoA, Acetil CoA, etc.).

iii) Interacciones proteina—proteina {polimerizacisn de
sybunidades ty agregacisn especifica en complejos
multienzimiticos). '

jiv) Temperatura, pH y fuerza idnica.

MECANISMOS DE REGULACION COVALERTE
if Fosforilacidén-desfosforilacidn. A
ii) Transformaciones irreversibles (conversidén de zimdgenos
en las formas activas mediante protedlisis limitada).

iii) Sintesis y degradacidén de enzimas.

x
Modificado de Moreno Sanchez, 1986.



control significativo sobre 1las vias metabé@icas (Rolleston,
1972). En la literatura se han utilizado otras acepciones como
enzima marcapaso, etapa limitante,. enzima élave o ‘''cuello de
botélla", pero todas ellas implican una restriccidén exclusiva. al
‘control del flujo, lo cual no siempre sucede. ' ‘

- En términos generales, ekiste una serie de criterios
utilizados para definif qgue enzimas déterminan el flujo de una via
metabélicé (tabla II). Desde un punto de vista teleplégico, el
control debe ocurrir al inicio de la via o despuss de una
ramificacisén, para asi evitar la existencia de segmente largos no
controlados del metabolismo y para obtener méxima economia. El uso
de este enfoque no requiere experimentacién sino simple inspeccién
de la via; sin emargo, en todas las rutas metabdlicas estudiadas
esta suposicidn teleoldégica ha encontrado validez experimental.

El enfoqueiexperimental mostrado en la tabla 11 analiza las
propiedades de las enzimas y de las reacciones de la via. Los
.piimeros 2 criterios consideran aspectos termodinidmicos, donde
aquellas enzimas que catalizan reacciones alejadas del equilibrio

se clasifican como reguiadoras.

REACCIONES ALEJADAS DEL EQUILIBRIO
Si suponemos que una via metabdlica alcanza el ‘equilibflo

termodinamico, la constante de accién de masas:

[productos]

- Ram = roustratos]

de cada reaccién sera 1igual a la constante termodin&mica de
equiliﬁfi@.Keq, y por lo tantoc no existiria flujo neto. Par
obtener flujo a través de 1la via; por 1lo menos una de las
reacciones debe estar deplazada del equilibrio de ﬁodo que la
constante de accién de masas sea meno que la constante de
equilibrio. La amplitud del desplazamiento del equilibrio
determinari la magnitud de 1la energia libre que impulsaria la
reaccion hacfa la formacién del producto.
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| | TABLA II
CRITERIOS ESPERIMENTALES PARA LA 1DENTI1F1CACION DE ENZIMAS QUE
DETERMINAN EL FLUJO DE LAS VIAS METABOLICAS

I. Identificacién de reacciones alejadas del equilibrio:

Keq>0.2 Kegq

IX. Identificacién de los puntos de entrecruzamiento.

Ram KAM = constante de accidn de masas
= constante de equilibrice

ITII. Determinacién de las capacidades enziméticas relativas
(enzimas lentas y rapidas). ‘
IvV. Identificacién y anailisis de enzimas alostéricas:
) ~ Tipo de cooperatividad.
- Moduladores alostéricos fisioldgicos.
V. Forma de la curva de inhibicidén: enzimas limitantes y en

exceso.
VI. Determinacién de los coeficientes de control de flujo.

. .
Modificado de Moreno Sanchez, 1986.
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El desplazamiento del equilibrio se distribuye entre 1las
diferentes etapas de la via metabdlica de tal forma que siempre
hay algunas: de estas etapas funcionando mAs alejadas del

equilibrio. Entohces las enzimas que catalizan las reacciones mas

- cercanas al equilibrio deben poseer suficiente capacidad

catalitica para poder igualar las velocidades de ida y Yuelta, por
lo cual no pueden ser consideradas como limitante del flujo a
través de la via. Asf el cdntrol del metabolismo mediante 1la
alteracisn de una enzima debe ejercerse principalmente en aquellas
reacciones mas alejadas del equilibrio. Sin embargo, una enzima
que cataliza una reaccién que tiende al equilibrio puede llegar a
convertirse en una enzima limitante si ocurre una fuerte .
inhibicién especifica de su actividad (Rolleston, 197Z; Moreno
Sanchez, i986).

Mediante 1la utilizacidén de este criterio para 1a
identificacidén de etapas de control se ha seflalado que el ciclo de
Krebs es controlado por Jla piruvato deshidrogenasa, citrato .
sintetasa, isocitrato deshidrogenas, a~-cetoglutarato
deshidrogenasa, succinil CoA sintetasa y succinato deshidrogenasa
(Krebs, ,1969) y la fosforilacidn oxidativa por‘el translocador de
adenin nucledtidos (Wanders et. al., 1981) o por la citocromo
oxidasa (Erecinska y Wilson, 1982).

Por otro lado, la evaluacién de una reaccién en desequilibrio
consiste en comparar el valor de la Keq con la relacién de masas

laM determinada experimentalmente durante el funcionamiento de la

- via en estado estacionario. Rolleston (1972) sugirié un valor

menor de 0.2 del cociente [Raml/[Keq] para clasificar a una
reaccién como alejada del equilibrio, pues este valor oorreéponde
a una velocidad de la.reaccién inversa (V—i) menor al 20% de la
velocidad de la reaccidén directa.
CAPACIDADES ENZIMATICAS RELATIVAS

Se espera que las enzimas que pueden regular el tlujo
metabdlica posean las capacidades catalflticas mids bajas con

respecto al resto de las enzimas de la via, pues de acuerdo con
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los dos criterios anteriores, en 1as. reacciones alejadas  del
equilibrio y en los puntos de entrecruzamiento se encuentran las
enzimas reguladoras. Asi, este enfoque se ocupa de determinar (n
vitro 1las propiedades cinéticas de cada énzima de una via
metabdlica, después de su extraccidn y purificacidén. De ésta
manera, se han observado en la -fosforilapién oxidativa cuatro
enzimas lentas con actividades menores a 1 wumoles x min-l'x g-t
el translocador  de adenin nucleotidos, 1la ATP sintetasa, el
acarreador de fosfatos y el acarreador de dicarboxilatos.

Sin embargo, existen algunos problemas con este entoque: el
ensayo de la actividad enzimatica requiere la ruptura del "tejido,
la extraccién y dilucién de la enzima y finalmente, para la
determinacién de 1la actividad, 'la incubacién en condiciones
completamente artificiales. Muchas enzimas pueden aumentar o
disminuir su actividad durante el proceso de extraccidén. Ademas,
las velocidades maximas calculadas noi necesariamente retlejan la
situacidén fisioldgica del funcionamiento enzimitico, pues en la
célula intacta, las enzimas dificilmente trabajan a
~concentraciones saturantes de sustrato y en ausencia total de

productc (Moreno Sanchez, 1986).

FORMA DE LA CURVA DE INHIBICION -

Otro de 1los ~criterios utilizados en el estudio de la
regulacidn metabdlica es el de las curvas de inhibicidn de la via
‘usando inhibidores especificos de cada enzima. El razonamiento es
que si el inhibidor actua sobre una enzima con elevada capacidad
y/0 cataliza una reaccisn cercana al equilibrio, entonces sdélo
habra poco o nulo efecto sobre el flujo total adn cuando disminuya
la actividéa'de la enzima. Conforme la concentracidén del innibidor
aumente, esta enzima eventualmente se convertirid en la etapa mias
lenta de la via y entonces habr4 proporcionalidad entre el fiujo e
incrementos en la cantidad de inhibidor. #Por otro lado, si el
inhibidor actéa sobre una enzima lenta, atn lLa mas baja
concentracidén de inhibidor disminuird el flujo de la via
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rmetabdlica (Rongstad, 1979F). En otras palabras, una enzima se
clasifica como reguladora si se observa una’relacién lineal en la
curva de titulacién con inhibidor y no reguladora si la curva es
sigmoidea. El "exceso" de enzima se determina por la cantidad de
inhibidor necesario para provocar una disminucioén significativa
del flujo metabslico. ' '

DETERMINACION DE LOS COEFI1CIENTES DE CONTROL DE FLUJO.

L.a discusidén de los apartados anteriores sugiere que las
enzimas reguladoras pueden ser identificadas como aquéllas que
satisfécen diversos criterios, los cuales estdn directamente
relacionados a la forma de medicidén; sin embargo, no es clara cual
es la conexidén tedrica de esos criterios entre si{. Clasificar una
enzima como reguladora, s0lo ofrece un término estrictamente
cualitativo vy empirico; esta terminologia vy el desarrollo
conceptual de las secciones anteriores, no establece cémo las
enzimas podrian controlar el flujo metabdlico ni tampoco aclara
cuil es la importancia relativa de cada etapa. Implicitamente se
supone que al sefialar una enzima como reguladora, ¢sta controla
“totalmente el flujo metabsdlico. En la literatura también se
discute en este sentido cuidl es el factor determinante en la

d de flujo, si la actividad de alguna de las enzimas de la

£

<
[
o
(o}
=0

a disponibilidad de3 sustratos y cofactores, aunque Rmas
bien pareceria absufdo sugerir que alguna de estos ftactores no
intervienen o influyen sobre el fiujo metaboiico. Mas adn, las
cuestiones de si todos los factores son igualmente importante en
el vontrol de una via metabdélica, la definicidn de importancia vy
los critgyios necesarios para evaluarla no son contestados con
presicién'USando los criterios discutidos hasta ahora.

En un intento por responder a estas incdgnitas y formalizar

el anidlisis de la regulacién metabdélica, Kacser y Burns (1973,
1979, 1983) en Escocia y Heinrich y Rapoport (1974a, 1974b 1975,
1977) en Alemania Democratica, desarrollaron en forma

independiente una teoria cuantitativa. de control que sintetiza
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mucha de la informacién dispenible. El analisis de estos autores
propone que las variables de una via_métabélica son los niveles de
metabolitos; en el estado estacionario,. las concentraciones de los

intermediarios no varian -con el tiempo, puesto que cada uno de

' ellos'ha alcanzado un balance de formacién y remocion que depende

de la actividad de todas las enzimas; por esto 1las concentraciones

de los'intermediarios y los flujos estan determinados por 1os

parémetros del sistema. El1 flujo es una propiedad sistéemica pues
la actividad de una enzima a cero resulta en la anulacidn dé 1a
via y las cuestiones acerca de su regulacién no pueden ser
contestadas estudiando una ~etapa aislada; los parametros - del
sistenma estan representado por las constantes enzimiticas
determinadas gen<¢ticamente como constante de Michaelis Km, la
constante catalitica Kecat, las constantes de inhibicidén Ki, etc.
Existen ademas restricciones termodinidmicas representadas por la
constante de equilibrio de una reaccién. La cantidad y la

actividad de las enzimas y las condiciones del medio también sdon

parametros del sistema, al menos en la mayoria de tos

\

experimentos. )

Aunque en ciertas condiciones todas las enzimas pueden ser
igguales, no lo son necesariamente en el efecto que tendria una
variacidén de sus actividades =sc¢bre el flujo. El posiblé estimar
este.efecto induciendo un pequefic cambio en una de las enzimas Yy
expresando esto como un cambio fraccional en su actividad SkL/HL,
donde Ei es la actividad de la enzima. Este cambioc en la actividad
puede deberse a un cambio en la concentracisn de la enzima, ndmero
de recambio u otras constantes cinéticas, © sea, un cambioco en la
concentracisn de enzima activa. Debido al cambioc inducido se
estableceria un nuevo estado estacionario con un flujo diferente,
el cual se puede expresar como SF/F. La comparacién de estas 2

medidas, representa cémo el cambio inducido en la enzima afecta al

flujo.
SF . ShL '
F = C TE °
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La constante de proporcionalidad . (Ci) describe
cuantitativamente cuan sensible es el flujo a cambios en una de
las enzimas de la Via y fue denominado como coeficiente de control
de flujo (Burns et. al., 1985).

El coeficiente Ci puede tomar cualquier valor entre 0 y 1. Es

obvio que una enzima cuyo coeficiente de control de flujo sea
cercano a 1 es considerablemente mas importante en la regulacion
del flujo metabslico que otra enzima con un coeficiente cercano a
cero en donde alteraciones importantes en 1la actividad de 1la
enzima se reeflejan de manera imperceptible sobre el flujo neto

de la via. Los valores particulares de cada coeficiente dependeran

de la proporcidén de equilibrio de cada reaccién (aM/Keq), de 1la

concentracidén efectiva de cada enzima y de su constante catalitica
en comparacidn con las deméas, del grado de saturacidén y de la
influencia de los diversos efectores. Por 1lo tanto, no hay
unicamente dos clases de enzimas, reguladoras y no reguladoras,
sino que el control es compartido entre todas 1las enzimas que

constituyen la via.
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