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RESUMEN 

Son numerosos los estudios efectuados para estanlecer J.os efectos 

meta~)licos del consumo crónico severo de etanol. sin embargo son 

escasos los trabajos que caracterizan los efectos del consumo 

crónico moderado. Dado que en México entre 1/3 y 2/3 de la 

población bebe ligera o moderadamente, consideramos importante 

comenzar a caracterizar esta última forma de consumo. Los 

resultados obtenidos muestran que el consumo crónico moderado 

(dieta ad Ltbttu1~ con etanol al 10% (V/V) en el agua de beber) 

causa serios daños en la respiración mitocondrial, ya sea con 

sustratos de sitio I o II a partir de la sexta semana de ingesta, 

asi como una fuerte irihibición de la citrulinogénesis, aún cuando 

la actividad de ATPasa no resultó tan fuertemente afectada y la 

activid3d d~ succinato deshidrogenasa se observó aumentada<durante 

las primeras semanas de ingesta. En· conclusión, este trabajo 

señala que aún el consumo crónico moderado con el tiempo, provoca 

una severa disfunción en mitocondrias de higado de rata, lo cual 

sugiere una revisión más cuidadosa de los trabaJos que se~alan 

efectos beneficos con el consumo moderado de etanol. 



· INTRODUCCION 

· De todas las drogas :conocidas, el etanol constituye sin lugar 

a dudas desde tiempos inmemoriales, la droga más comunmente 

ingerida por el hombre y su consumo esta legalmente aceptado por . 

la may~ría de los gobiernos y religiones del mundo, a pesar de que 

es precisamente el etanol , la·· substancia envician te · más usada 

por el hombre (Zentella y Piña, 1987). Su empleo se encuentra tan 

generalizado que por ejemplo en Inglaterra, solo el 6% de la 

población adulta no consume .alcohol (Denney y Johnson, 1984}. En 

México 2/3 9e la población consume alcohol de manera regular 

(Consejo Nacional Antialcohólico, 1985), por lo cual no ~ebe 

extrañar que en México, la cirrosis alcohólica se encuentra entre 

las diez primeras causas de muerte en la población general, y en 

la población masculina de 25 a 44 años de edad, ocupa el primer 

.lugar .Cop. cit.}. En 1980 la mortalidad debida a cirrosis hepática 

fue de 22.9 por 100 mil habitantes para la población total, y 

constituye una de las tasas más 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 endógena.mente por la flora 

intLstinal, aunque en cantidades mínimas (aproximadamente 3 g/día} 

(Pifía Garza et. al. 1983; Zentella y Pi?ía, 198"7), de tal manera 

que es el aporte exógeno el que es realmente importante. El etanol 

tiene un valor calórico 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 el aporte 

energético proporcionado por el etanol es del llamado "calorias 

vacías", ya que no aporta ningún elemento plásti.co esencial para 

la dieta (Pi~a Garza et. al., 1983), es decir, el esqueleto 

hidrocarbonado del etanol prácticamente no es aprovechado para la 

biosintesis de otras moléculas que forman parte de la célula. 

El etanol, una vez ingerido es absorbido sin alteracioQes en 
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~l estómago y el intestino delgado mediante difusión simple, y su 

presencia puede ser detectada en la sangre dentro d~ los cinco 

minutos posteriores a su ingestión difundiendo rápidamente a todo 

.el resto del organismo (Escotto Velázquez, lYTl; Víctor y Adams, 

1980). El etanol es metabolizado fundamentalmente por el hlgado, 

quizá en una proporción superior al 90%; fracciones mlnimas son 

metabolizadas por los ri~ones y músculo esquelético.Y el resto se 

elimina como tal por via renal o pulmonar (2-10%) {Israel et. al .• 

1975; Lieber, 1977; Escotto Velázquez, 1977; Víctor y Adams, 1Y80; 

Pií'ia 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 

reducci6n en la absorción intestinal de nutrientes como glucosa, 

aminoácidos, calcio, cobre, hierro, manganeso, fósforo, folato, 

vitamina 812 y B6 (Victor y Adams, 1980; Hao y Larkin, 1985) as1 

como un incremento en Ja excresión urinaria de amonio, fosfato y 

magnesio (Víctor y Adams, 1987}; la producción de gastritis, la 

cual puede .desembocar en úlceras (op. cit.); pancreatitis 

(op. cit.); acumulación de triglicéridos y proteinas de 

exportación en higado (Videla et. al., 1973¡ Baraona et. al., 

1975), lo cual desemboca en hepatomegalia y formución de higado 

graso ( Iseri et. al, 1966¡ Lieber, 1977); y una forma de necrosis 

hepatocelular conocida como hepatitis alcohólica y finalmente 
. •1 cirrosis (op. cit.} . 

Sin embargo, solo hasta fechas relativamente recientes, se ha 

comenzado a tener una idea clara de ios mecanismos a través de los 

cuales el etanol ejerce sus efectos tóxicos~ Históricamente, ei 

primer mecanismo de acción propuesto en el presente siglo para 

explicar los efectos tóxicos producidos por el etanol, fue el de 

Et consumo de o.tcohot t.o.mbi.én produce severos 
el si.st.emo. nervi.oso como por e jempto, o.tlera.ci.ones 
depresi.Ón del si.st.emo. nervioso cent.ro.t, si ndrome de 

a.fect.os sobre 
conduct.uo.l&s, 

o.bst.enonci.a. 

et.e. <Vi.ct.or y Ado.ms. 1900>. pero est.o.s modi.fi.caci.ones no S& 

oat.udi.o.ro.n dentro de el pr&se-nt.e t.ro.bo.jo. 
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la desnutrición primaria ináucida por éste, a través de la 

sustitución de otros nutrientes por el etanol (Lieber, 1984). ve 
esta manera, todos los demás efectos tóxicos del etanol sobre el 

metabolismo, fueron explicados como efectos secundarios de la 

desnutrición observada casi invariablementre en los individuos 

alcohólicos. De hecho, todav1 a en 19'•9, Charles Best, un~ de los 

más ilustres defensores de esta teor1a escribió "'l'here is no more 

evidence.of a specific toxic effect of pure ethyl' alcohol upon 
•2 · li ver cells than there is f or one due to sugar" {Hes t , 1Y49) . 

Este punto de vista comenzó a cambiar a finales de la década 

de los cincuenta, quedando demostrado años más tarde que el 

etanol per se.. es capaz de producir severas alteraciones en el 
":., - ,· 

higado de¡ hombre. aún cuando éste reciba una dieta balanceada 

(Lieber et. al .• 1963, 1965), o incluso enriquecida con prote1nas, 

vitaminas y minerales {Lieber y Rubin. 1968}. A partir de este 

momento, las investigaciones tendientes a evaluar las alteraciones 

observadas en individuos alcohólicos, se enfocaron principalmente 

en los efectos tóxicos provocados directamente por el etanol y sus 

productos de degradación C acetaldehido y acetato), por lo cual 

comenzaron a·publicarse trabajos en los cuales se describen los 

efectos del etanol sobre las diferentes· v1as metabólicas, as1 como 

también las diferentes vias por las cuales el etanol puede ser 

metabolizado. 

METABOLISMO DEL ETANOL 

La oxidación del etanol inicialmente a acetaldehido y 

se realiza principalmente en 3 posteriormente a acetato, 

diferentes compartimi~ntos 

oxidantes distintos: 

celulares p<;>r medio de 3· sistemas 

i) el sistema del alcohol deshidrogenasa, en citosol. 

"No existe más evidencia de 
a.lcohol et.1 li.co puro sobre l(l.S células 
tienen para alguno debido al o.zúca.r". 
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ii) El sistema microsomal oxidante de e.tanol (HEOS) ..,3 . 

en reticulo endoplásmico. 

iii) El sistema de la catalasa, en los peroxisomas . 

La principal via de oxidación del etanol 
. .. 

la constituye 

alcohol deshidrogenasa, la cual se encarga de metaboiizar 

prácticamente la totalidad del etanol cuando las concentraciones 

en sangre son moderadas. y más del 70% cuando son altas· (Pifía 

Garza et.al"., 1983; Mezey, 1985). Esto se debe principalmente a 

que la alcohol deshidrogenasa posee la Km para el etanol más 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 está involucrada en la 

deshidrogenación de esteroides y en la w-oxidación de los ácidos 
*4 grasos . La enzima utiliza como coenzima al nicotinamin adenin 

dinucleótido oxidado ( NAD +) , generándose acetaldehido y 

nicotinamin adenin dinucleótido reducido (NADH): 

Etanol + NAD + Acetaldehido + NADH + H+ 

Esta generación de equivalentes reductores en forma de NADH 

es respon~able de muchas de las alteraciones metabólicas que el 

etanol ocasiona. 

Por lo que se refiere al 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 la proliferación en 

endoplasmático inducido por la ingesta ·· .. 
hepatocitos del retículo 

del etanol (lseri et. al., 

1964, 1966):•Estudios bioquímicos posteriores han permitido la 

Det inglés microsomo.l elho.not oxi.dizing system. 

*4 Esta enzima también catati.za o.cli.vamenle ta conversi.Ón de la 

formo. · inactivo. de la vi.tami.no. A. <rttti.nol> a. su formo. o.cti.va. 

<reHnal> mediante una oxi.da.ci.Ón <Me:zey., HXl!5>. por lo cual se 

ho. eepeculado que ta función ori.gi.nal de la. alcohol deehi.drogena.sa 

es lo. o.cti.vación de lo. vitami.~o. A y no la. oxi.daci.Ón del etanol. 
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caracterización y purificación de los componentes de.este si.stema, 

el cual presenta una Km para el etanol relativamente alta 

(aproximadamente 10 mM) (Mezey, 1945); y este es uno de los 

motivos por los que su contribución a la oxidación 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 eh forma de NADPH para generar la coenzirua 

oxidada, acetaldehido y peróxido de hidrógeno ('fremo~ieres et. al, 

1973): 

Etanol + NADPH + 02 + H+ + 
Acetaldehido + NADP + H2Q2 

Si bien se estima que su contribución ·en la oxidación del 

etanol es pequeña, se debe tener presente por un lado que este 

sistema aumenta su contribución si el etanol es ingerido 

cr6nicamente, y por otro que este sistema no tiene una alta 

especificidad por el etanol, ya que participa también en la 

oxidación de muchos productos xenobióticos, por lo cual ciertos 

medicamentos llegan a ser metabolizados más rápidamente de lo 

norma1*5 . 

La catalasa localizada en los peroxisomas. también es capaz 

de oxidar-el etanol, sin embargo la participación de esta enzima 

en el metabolismo d~l etanol e~ considerada prác~icamente nula, ya 

que en este caso el factor limitante es la producción de peróxido 

de hidrógeno, la cual en condiciones basales es 

extraordinariamente baja: 

'•, Etanol + H202 Acetaldehido + 2H20 

El acetaldehido generado por cualquiera de estas ·tres formas 

En La i.nt.oxi.caci.Ón aguda por et.ano\., es decir cuando éste es 

ti.ampo. i.ngeri.do 

ocurre 

i.nhi.bi.dor 

en muy a.lto.s co.nti.do.des en 

t.odo lo cont.rari.o, yo. que 

compet.i.t.i.vo <Pi.ño. Oo.r:zo. et.. 

el 

que no se recomiendo. . et consumo 

medi.co.ment.os. 
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d~ oxidación, es cqnvertido en acetato produciendo NADH mediante 

la enzima acetaldehido deshidrogenas~. locálizada ya ·Sea en el 

citoplasma o en el interior de la mitocondria.· Se .tian descrito 

varias ·isoenzimas.capaces de actuar sobre el acetaldehido con 

diferentes constantes cinéticas, sin embargo éstas no han podido. 

ser caracterizadas. con todo rigor y además se desconoce la 

especificidad absoluta de estas isoenzimas, por lo cual algunos 

autores prefieren el nombre de aldehido deshidrogenasa '(Piña Garza 

et. al., 1980}: 

+ Acetaldehido + NAD . Acetato + NADH + H+ 

El NADH formado es utilizado en la mitocondria para. la 

generación de energ1a o la reducción de metabolitos. El acetato 

puede ser activado a acetil-CoA y utilizado en el hlgado o en 

otros tejidos. 

EFECTOS METABOLICOS DEL ETANOL 

Las alteraciones bioqui.micas producidas por la ingestión del 

etanol son múltiples, 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 correlación 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 duración de la 

ingesta (Lieber y DeCarli, 1977). Entre las alteraciones 

bioquimicas producidas por la ingestión de una fuerte dosis de 

etanol tenemos principalmente: un cambio en el estado redox de los 
+ 

hepatocitos, es decir una disminución en la razón NAD /NADH, ya 

que la oxidación del etanol produce un aumento signiticativo en la 

cantidad de NADH citosólico a expensas de una disminución de NAD 
+ 

(ver apéndice A}; esto último ocasiona toda una serie de cambios 

entre los que podemos mencionar: 

6 
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TABLA I 

CQNCENrRACION DE El'ANOL EN SANGRE ·y ·ALGUNOS INDICADOHES DEL 

.' CÓMPOR'f AMIEN'IO 

CONCENTRACION DE 
ETANOL.· EN SANGRE 

ng/100 al lllM 

0-46 0·-10 

.. 46-96 --·-···10-20 

92-138 .:20-30 

138-230 30-50 

230-460 50-100 

>460 >100 

NUMERO DE BEBIDAS CON 
LAS QUE SE PUEDE 

ALCANZAR LA 
.CONCENTRAC10N 

INDICADA 

INDICADOR.ES 
APHOXIMADOS DEL 
COMPORTAMIENTO 

2 

8-10 

~. 

•) 

.:-.. 
"t\.- • . _ ... _ . 

Normal, ligeramente 
eufórico. 
Eufórico, verborréico, 
ligeramente incoordi­
nado, no debe manejar. 
Excitado con fre~uen­
cia agresivo, irre­
flexivo, irresponsa­
ble. 
Deprimido, obviamente 
incoordinado. 
Muy deprimido, hay 
que ayudarlo a cami­
nar. 
Limite de tolerancia, 
peligro de muerte. 

Dada la enorme variabilidad a la respuesta al etanol, esta 
columna de datos aproximados asume las siguientes condiciones: la 
unidad.de bebida es la copa normal de una onza o una bot~lla de 
cerveza o una copa de vino de mesa, y se refiere a la ingestión 
del número de bebidas anotado por un individuo de 65 Kg, en ayuno 
y en un periodo aproximado de 90 a 120 minutos. La situación 
cambia si el individuo tiene otro peso corporal, si ingiere 
alimentos o si consume el alcohol a una velocidad diferente. 
(Tomado de Zentella y Piña, 1987). 

e, 
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1) Una reducción en la oxidación de los 11pidos y un incremento 

en la sintesis de éstos (Baraona y Lieber, 1979), debido al 

aumento de NADH necesario para la síntesis y la disminución 

concomitante de NAD+ necesario para la oxidación. 

2) Un decremento en la actividad del ciclo de Krebs (Williamson 

et. al., 1969; Tremolieres et. al., 1973) ya que el NADH es un 

regulador negativo de la isocitrato deshidrogen?sa. 

3) Una disminución de la gluconeogénesis (Krebs, 1Y6Y), debido· 

al aumento en la concentración de lactato a expensas de~ 

piruvato. Esto último puede desembocar en hiperlactacidemia o 

acidosis (Lieber, 1984), la cual a su vez produce un aumento 

en la cantidad de ácido órico al promover la protonación del 

ión urato en sangre. El ácido úrico, al ser menos soluble que 

el ión urato se acumula en determinadas articulaciones y 

provoca ataques de gota. 

4} Una inhibición de la glicólisis (Thurman y Scholz, 1977) al 

promover la formación de gliceraldehldo-3-fosfato a expensas 

del 1,3-difosfoglicerato. 

Además produce también una aceleración de las funciones 

microsomales involucradas en el metabolismo de drogas (Lieber y 

DeCarli, 1977} y un aumento en la activación de agentes 

hepatotóxicos y carcinogénicos (Lieber, 1984). Todos los efectos 

anteriores no se obserban a concentraciones bajas de etanol. 

Por lo que se refiere al consumo crónico de etanol, al menos 

en sus primeras etapas, produce cambios metabólicos adapta~ivos en 

reticulo endoplásmico induciendo su proliferación (lseri et. al., 

1964, 1966); esto resulta primeramente en un incremento en el 

metabolismo de las drogas y en un incremento en la producción de 

lipoprote1nas (Lieber y DeCarli, 1977}. Periodos más extensos de 

ingesta producen un da~o en los organelos celulares, 

principalmente en la mitocondria (e. g. Cerderbaum y Hubin, lY/5; 

Cederbaum et. al., 1976}, asi como también alteraciones en la 

fluidez y composición de los llpidos de membrana (Gordon et. al., 

1982; Rouach et. al., 1984; Sun y Sun, 1985; Dawidowicz, 1985), 

8 



una disminución en las conceotraciones endógenas de ATP sin un 

aumento paralelo de ADP o AHP (Spach et. al .• 1979), la formación 

de uniones coval~ntes entre el acetaldehido, molécula altamente 

reactiva y macromoléculas celulares, principalmente proteinas, 

afectando su estructura y función (Sorrell y Turna, 1985) .la 

continuación de la ingesta puede eventualmente proseguir a 

lesiones hepáticas más severas como la hepatitis alcohólica, para 

culminar finalmente con cirrosis (Lieber y DeCarli, 197/). La 

figura 1 esquematiza los efectos del consumo crónico de etanol 

sobre las.células del higado. Si bien aparentemente está bien 

caracterizada la amplia gama de efectos producidos por la ingesta 

crónica de etanol, el panorama no es tan claro como uno quisiera: 

se tienen-muchos reportes conflictivos entre si, el mecanismo de 

acción del etanol para producir sus efectos metabólicos no está 

aún bien elucidado, y las formas de administrar el etanol en los 

estudios realizados para esclarecer sus efectos son de la más 

diversa indole, lo cual dificulta aún más la interpretación y 

comparación de la información disponible. 

La técnica de administrar el etanol como parte de una dieta 

liquida'en la cual el etanol proporciona el 36% del total de 

calorias diarias ingeridas*6 , fue dise~ada hace dos décadas {para 

una revisión ver Lieber y DeCarli, i98.2i y cOl-responde al modelo 

experimental más comúnmente utilizado para producir un consumo 

crónico de etanol. Esta dieta fue ideada en respuesta a la 

necesidad de desarrollar un modelo animal que pudiera establecer 

el hecho de que los daf'íos en el higado asociados con el abuso en 

el consumo de alcohol se deben no solamente a def icienci.as en la 

dieta como habian afírmado previamente algunos investigadores (e. 

g. Best et. al., 1949). Con este modelo diversas alteraciones 

observadas en los alcohólicos fueron reproducidas en animales de 

experimentación, tales como hlgado graso, hiperlipemia, varios 

•6 
En 

proporcionan 

proleÍ na.s y 

DeCarti., 1992>. 

esla. 

tos 

el 

&eta el 

.co.rhohi.dra.lros. 

res lo los 

de las 
18!'1) 

proporcionan 
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Figura 1.- Efectos de la ingesta crónica de etanol soore las 

principales vias metabólicas en el higado. 

Lieber, 1984} . · 
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desórdenes metabólicos y endócrinos, dependencia flsica y s1ntomas 
. . . 

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

cirrosis (Lieber y DeCarli, 1982). Sin embargo, ·todos estos 

efectos son produeidos únicamente con .niveles muy alto de consumo 

de etanol. 

En .. contraste, ·es importante mencionar que además de la amplia 

gama de efectos tóxicos del etanol, algunos inv~stigadores han 

reportado efecto benéficos del consumo crónico en cantidades 

moderadas de etanol, tales como una reducción en la incidencia de 

infartos al miocardio y en la arteroesclerosis, esto como 

respuesta a la inducción por· parte del etanol de un aumento de las 

lipoproteinas de alta de.nsidad (para una revisión ver 

Baum-Baicker, 1985). De esta manera tenemos que resulta •IDUY 

importante diferenciar entre los efectos producidos por el consumo 

crónico moderado de etanol y los producidos por el consumo crónico 
*7 severo . ··Pensando en esta base y partiendo del hecho de que en 

América del Norte, la población que consume alcohol de manera 

regular constituye más de la mitad de la población total 

(Schuckit, 1979; Baum-Ba~cker, 1985; Consejo Nacional 

Antialcohólico, 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 crónica de etanol corresponden más bien a una ingestión 

severa, dejando de lado los efectos metabólicos producidos por la 

admistración crónica moderada {Elliot et. al., 1985) es por ello 

que en el presente trabajo se comienzan a evaluar algunos de los 

efectos producidos por la ingesta crónica moderada de etanol en 

algunas funciones mitocondriales en hepatocitos de rata, ya que la 

mitocondria juega un papel muy importante dentro de las funciones 

hepáticas, además de ser uno de los organelos más afectados por el 

etanol. 

En este trabo.jo y de o.cuerdo con 
como cor.sumo moderado de elo.nol o.quél en 
aporta más del 20?6 del tolo.t de co.lor1 o.s 
severo aquél en el cual aporto. más del 2096 
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La información que se obtenga proporcionará un mejor criterió 

para evaluar los efectos del consumo crónico moderado de etanol, 

asi como una idea de las primeras alteraciones bioqulmicas 

producidas por el etanol, las cuales a su vez pueden ayudar a 

esclarecer el mecanismo de acción de los efectos tóxicos del 

etanol. 

'- - . 

.•. 
• 
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ANTECEDENTES 

El alcoholismo constituye uno de los problemas de 

farmacodepedencia más serios. Es por ello, que son bastantes 

numerosos los estudios efectuados para establecer los efectos 

metabólicos provocados por la ingesta crónica de etanol. Sin 

embargo, la información de que se dispone hasta el momento es aurj 

conflictiva, y un ejemplo de ello, lo constituyen los reportes en 

ratas sobre los cambios en la composición de los 11pidos 

membranales, ya que mientras algunos investigadores no señalan 

cambios { Gordon et. al. • 1982; Rouach et. al. , 1984) , otros 

investigadores afirman que ocurren cambios en la composicion de 

los ácidos grasos de los llpidos membranales {la Droitte et. al., 

) . 1 *1 1984 , e inc uso un aumento en la rigidez de las membranas 

(Waring et. al., 1982); o bien, alteraciones en la actividad de 

algunas enzimas como la succinato deshidrogenasa y la 

~-glicerofosfato deshidrogenasa. Algunos investigadores reportan 

incrementros en la actividad de la succinato deshidrogenasa (Hawat 

y Kuriyama, 1972a, 1972b), otros no muestran cambios {Heed y 

Mezey, 1972; Cederbaum et. al .• 1973; Hernstein y Penniall, 1978), 

e inclusive algunos se~alan una inhibición {Cederbaum y Rubín, 

1975). Con r~specto a la ~-glicerofosfato deshidrogenasa. Israel 

et. al., (1973) se~ala un incremaento en la actividad de esta 

enzima, mientras que Cederbaum y Rubin (1975) no se~alan cambios. 

Se ha sugerido (Lieber y DeCarli, 1977) que estas 

discrepacias son debidas a diferencias en la administración del 

etanol, ya que las formas de suministrar¡o son de la más diversa 

índole: en dietas liquidas, con el 36% de las calor1as totales 

proporcionadas por el etanol (Lieber y DeCarli, 1Y82), con sonda 

gástrica (Videla e Israel, 1Y70), en el agua de beber {Elliot et. 

al., 1985), en dietas semillquidas {Heed y Mezey, 191~). e incluso 

inhalado (la Droitte et. al., 1984). Además, la duración de los 

Ver apéndice B. 

13 . 



.. 

tr~tamientos oscila entre dos semanas ( ·schneider y Manara, 198!::>) 

y cuatro meses (Koch et~ al .. ; 1977). Todo lo· anterior,; hace muy 

dificil la comparación· entre los diferentes resultados· obtenidos, 

. ya qu~ a cada tipq de tratamiento, debe corresponder una situación 

fisiológica distinta. 

En vista de esto último, recientemente se ha propuesto 

diferenciar entre. la administración crónica moderada de etanól, y 

la administración crónica severa (Pra.sad et. al .• 1985;· l!:lliot et. 

al., 1985); considerando como ingesta crónica moderada aquella en 

la cual el etanol proporciona menos del 203 del total de calorias 

ingeridas diariamente, y como severa aquella 

proporciona .más del 203 (Kelbach, 1974)*1 . 

en la cual 

En este sentido, se ha establecido que la administración .del 

etanol al 10% (V/V) en el agua de beber, corresponde a un consumo 

crónico moderado de etanol {Prasad et. al., 1985}, ya que el 

porcentaje diario de calorias ingeridas proporcionadas por el 

etanol, es constante, y de aproximadamente 17% (y si bien, los 

niveles de etanol ingeridos no producen alteraciones histólogicas 

notables en el higado, si provocan un incremento significativo 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 cri i:erio, la d.ieta líquida propuesta por Lieber y 

DeCa~·li, (1982), conteniendo 36% de las calorias totales como 

etanol, corresponde a una ingesta crónica severa. Esta última 

forma de administrar el etanol a sido una de la más utilizadas en 

la pasada década, sin embargo, presenta algunos inconvenientes 

importantes tales como: una inadecuada ingesta de nutrientes 

esenciales - vitamina Bó, Calcio, Zinc, Cobre, Hierro, Manganeso y 

Fósforo - (Rao y Larkin, 1985) y una tasa de crecimiento menor en 

comparación con otros tipos de dietas {Spach .et. al., 1979; 

Es i.mport.ant.e recatear eslo último. debi.do a 

junto con tos de Presad et.. at. • <1985> 

<1999>, const.iluyen los 

expti ci.lamenle los efeclos 

moderada en hi gado>. 

primeros 

bi.oqui micos 
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Rovinski et. al., 1984; Rao y Larkin. 1985). 

puesto que gran parte de los trabajos realizados sobre los 

efectos metabólicos del etanol, han sido tendientes a caracterizar 

lo que corrasponderia a un consumo crónico severo. dejando a un 

lado los provocados por el consumo crónico moderé)go, se dec{dió 

estudiar en nuestro laboratorio los efectos de este úJ. timo modelo 

de administración, analizando para ello algunas funciones 

mitocondriales en el higado de rata a lo largo de 1 a 8 semanas de 

tratamiento. Esto último, con el proposit6 de analizar la 

evolución de los cambios producidos por la ingesta crónica 

moderada de etanol. Esto resulta particularmente importante de 

estudiar, ~ebido a que las mitocondrias de higado son notablemente 

da~adas por la ingesta crónica severa de etanol (Kiessling y Tobé, 

1964) y a que este organelo, juega un papel central dentro del 

metabolismo hepático. Dado que la función principal de la 

mitocondria es l·a generación de ATP, se estudiaron dentro de éstas 

·las vías relacionadas con la síntesis 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 parámetros indicativos de la condición de la 

mitocondria: el cociente respiratorio y la relación ADP/O. Además 

se estudiq la sintesis de citrulina, la cual corresponde a parte 

de una de las fumciones más importante del metabólismo hepático, 

la síntesis de urea a partir de amonio. 

En un reporte previó de nuestro laboratorio, Zentel!a de Piña 

et. al., (1988) establecieron algunas de las alteraciones 

metabólicas provocadas por la ingesta crónica moderada de etanol 

al cabo .• ~e cuatro semanas, tales como un incremento en la 

actividad de la succinato deshidrogenasa y un decremento en la 

síntesis de citrulina y la concentración de 

bien. esta última forma 'de ingestión del 

urea en 

etanol 

alteraciones nocivas importantes en mitocondrias de 

sangre; si 

no produce 

hlgaao de 

rata·en comparación con las producidas a las cuatro semanas por la 

ingesta cronica severa {e. g. Cederbaum et. al., 1Y/4J, quedó por 
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demostrarse si tiempos de administración más prolongados pueden 

producir efectos similares a los ocacionados por la ingesta 

crónica severa. 

Dado que más de la mitad.de la población de América del Norte 

bebe de manera regular ligera o moderadamente (Baum-Baicker. 198~; 

Consejo Nacional Antialcohólico. 1985; Elliot et. al., 1985), (los 

bebedores severos solo constituyen el 153 o menos de la población 

total de bebedores (op. cit.)), los datos presentados en este 

trabajo resultan de interés, además de que proporcionan una idea 

de las primeras alteraciones bioquimicas producidas por el etanol, 

las cuales ayudarán eventualmente a esclarecer el mecanismo de 

acción de los efectos tóxicos del etanol. 
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La determinación de proteina se efectuó por el método del 

Biuret (Cleland y ~later, 1953), utilizando albúmina de suero de 

bovino {fracción.V) como estaridar y KCN para corregir la turbidez 
*1 (Reiser y Vaughn, 1949) . 

El consumo de oxigeno mitocondrial se registró con un 

electrodo de oxigeno tipo Clark (Yellow Springs Instruments Co.). 

El control respiratorio (CRJ y la relación ADP/0 se calculó de 

acuerdo· a Estabrook (1967(2 . La actividad de la succinato 

deshidrogenasa {succinato : DCIPª 3 oxido reductasaJ en un extracto 

mitocondrial fue determinada diluyendo la suspensión mitocondrial 

10 veces con 0.13 lubrol WX en 20 mM de fosfato de potasio pH /.O, 

de acuerdo con Siess (1983) y ensayado espectrofotométricamente 

por el metódo de Arrigoni y Singer {1962)*4 . 

La actividad de ATPasa en mitocondrias fue ensayada tal y 
ar 

como lo describe Chávez y Cuéllar (1984) J. La sintesis 

mitocondrial de citrulina fue ensayada en el medio de incubación 

detallado por Corvera y Garcia Sainz (1982); después de 10 minutos 

la incubación fue detenida por la adición de ácido perclórico {3% 

de concentración final}. La citruli.na sintetizada fue determinada 

por el método de Boyde y Rahmatullah (1981)*6 . El dise~o o 

estrategía experimental se muestra en la figura 2. 

•1 
o.péndi.ce D>. <ver 

•2 
o.péndi.ce E>. <ver 

:1:3 
di.e lor of &no l i.ndofenot. DCIP: 

•4 
<ver o.péndi.ce F>. 

ª5 
<ver o.péridi.ce. 13). 

*6 
<ver o.péndi.c& H>. 
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Figura 2. Estrategia experimental seguida durante el presente traoa.10. 
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Los siguientes reactivos: mal~ito, succinato ~ glutamato, ADP, 

· ATP. D-mani tol ,' fenazina· metasulfato, . · 2, 6-diclorotenol; .indofenol 

(DCIP}, oligomicina, ácido N~tris (hidrbximetil) metil 

-2~aminoetanosulfonico (TES), ácido. etilendiaminotetraacético 

(EDTA}, lubrol WX y albúmina de suero de bovino (fracción V}, 

fueron qbtenidos de.Sigma Chemical Co. St. Louis, M~. U.S.A .. Los 

otros reactivos fueron de la más alta calidad comercialmente 

disponible. 

El analisis estadístico se llevó a cabo utilizando la prueba 

de t para 2 medias (Yamane, 1970). 

,, 

~· 

() 
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RESULl'ADOS 

La administración crónica moderada de .etanol durante 6 

semanas.. no parece ejercer en terminos generales un efecto 

· significativo sobre el control respiratorio y la· relación ADP/O, 

ya sea con sustratos del sitio l (glutamat.o/malato) o con un 

sustrat~ del sitio II (SUGCinato) (ver fig. 3a, 3b·y tablas .11 y 

III), aunque·es importante mencionar que a la tercera. semana de 

ingesta se observó una inhibición significativa en el control 

respiratorio con glutamato-malato como sustratos, y un ligero 

incremento en la relación ADP/O a la cuarta semana de ingesta, 

también con· glutamato-malato como sustratos. Estos resultados 

contrastan con los reportados para el consumo crónico severo de . 
etanol, el cual produce en solo 3 6 4 semanas. da~os 

significativos en el control respiratorio y en la relación ADP/0, 

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 administración crónica moderada de etanol 

provoca, a la octava semana de ingesta una inhibición de más del 

203 en el control respiratorio, ya sea con sustratos de sitio I o 

II (p<0.05) (fig. 3a y 3b), asl como una ligera inhibición en la 

relación ADP/O . 

. _,Por lo que 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. 4a y 4b}, se 

observó despues de una pequeña estimulación a la primera semana, 

una reducción gradual hasta alcanzar poco más del 60% del control 

en el estado 4 y el 40% del control en el estado 3, al cabo de. 8 

semanas de tratamiento. Sin embargo, a la segunda semana de 

ingesta la inhibición producida resultó ser más notable que la 

observada durante la tercera semana. lo cual podria sugerir la 

posible existencia de algun proceso de adaptación al etanol. 

Utilizando glutamato-malato como sustratos se observó, tanto en la 

respiración de estado 3 como en la de estado 4 un 

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

pos.ible existencia de algun proceso de adaptación al etanol) , a 

partir de la cuarta semana se produjo una inhibición paulatina en 

la respiración, que alcanzó hasta un 30% al final de las 8 semanas 

de tratamiento (fig. Sa y Sb). Los trabajos con tratamiento 

crónico severo en ratas, señalan una inhibición de alrededor del 

20-35% con sustratos de sitio II, y de casi 40% con sustratos de 

sitio I en la respiración de estado 3 al cabo de solo 3 6 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 incrementó 

paulatinamente hasta la tercera y cuarta semana cerca de soro 
arriba del control, y posteriormente fue disminuyendo hasta 

alcanzar una inhibición de casi el 307. en la octava semana de 

tratamiento (ver fig. 6). A este respecto, el .tratamiento crónico 

severo ha producido resultados contradictorios: algunos 

investigadores reportan incremento (French, 1968, 1969; Rawat Y· 

Kuriyama 1972a, 1972b}, otros no muestran cambio (Reed y Mezey, 

1972; Cederbaum et. al., 1973; Bernstein y Penniall, 1978) e 

inclusi've, algunos señalan una inhibición (Cederbaum y· Rubin, 

1975}. 

La actividad de ATPasa" resultó inhibida por la ingesta 

crónica moderada de etanol durante las 3 primeras semanas de 

ingesta, a la cuarta semana esta se incrementó ligeramente para 

inhibirse nuevamente a la quinta semana. En la 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 IV). Los .reportes con tratamientos 

crónicos severos no se~alan cambios importantes hasta la cuarta. 

semana de ingesta en la actividad de ATPasa latente y la 

estimulada por desacoplantes {Videla et. al., 1973; Cederbaum et. 

al., 1974a; Spach et. al., 1979); a la sexta semana reportan una 

inhibición de casi 20% en la actividad de ATPasa latente (Thayer y 

Rubin, 1979) y de 30% en la estimulada por desacoplantes (Thayer y 
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Rubin. 1979; Rottenberg et. al. • 1980 L 

Por último. en lo que se refiere a la s"intesis de 

la ingestión de etanol al cabo de una semana provoca 

"' . 

citrulina. 

una f"uerte 

inhibición 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 inhibición al final de 

las ocho semanas de ingesta (fig. 7) . 
. . 

.. 
' .•. 

• 
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Figura 3a. Efecto de la administración crónica moderada de etanol 
sobre el control respiratorio mitocondrial con sustratos 
de sitio II. 2 mg de prot. mitocondrial se inaubaron en 
una mezcla que contenía 260 mM'manitol, 0.87 mM EDTA, 4.3 
mM TES pH 7.4, suplementado con 3.3 mM fosfatos-tris pH 
7. 3. 2. 6 mM MgClz, 3. 3 mM KCl y 6. 6 mM succinato-tris pH 
7.3, o bien 3.3 mM malato-tris pH 7.3 más 3.3 mM 
glutamato-tris pH 7.3 como sustratos de sitio ll y l, 

" respectivamente, en un volumen final de 3 ml a 22 c. La 
respiración fue estimulada por 410 nmolas de ADP. Los 
resultados representan la media± S.E.M .• con el número 
de animales i~dicado al pie de cada columna. 
o p<o.oS 00 p<0.02 000 P<O.UOl 
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Figura 3b. Efecto de la administración crónica moderada de etanol 
sobre el control respiratorio mitocondrial con sustratos 
de sitio I (glutamato-malato). Las condiciones de 
incubación se detallan en la fig. 3a. Los resultados 
representan la media± S.E.M., con el n~mero de animales 
indicado entre paréntesis al pie de cada columna. 

00 p<0.02 
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TABLA II 

EFECTO DEL CONSUMO CHONICO MODERADO DE l!:TANOL SOBRE 
LA RELACION ADP/O CON SUCCINATO COMO SUSTRATO 

SEMANAS DE SIGNlFlCANClA 
TRATAMIENTO HELACION ADP/O El"J.a:CTO E~TADlSTlCA 

o 1.64 ± 0.04 (13) 
* 1 1.68 ± 0.02 (5) + 2.4% N.S. 

2 1.72 ± 0.04 (8) + 4.9% N.S. 
.3 1.52 ± 0.08 (8) 7.3% N.S. 
4 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 .:t S. E.M., con el número 
de animales indicado entre paréntesis . 
• 

de 

No significativa. 

TABLA 111 

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

SEt·MNAS DE SIGNH,ICANCIA 
TRATAMIENTO RELACION ADP/O EFl!:Cl'O ESTAIJlSl'lCA 

o 2.38 ± 0.08 (14) 
'* 1 2.18 ± 0.03 {6} 8.4% N.S. 

2 2.31 ± 0.09 (11) 2.9% N.S. 
3 2.11 ± 0.11 (8) - 11.33 N.S. 
4 2.63 ± o.os (7) + 10.5% P<0.001 
s 2.44 ± 0.10 (7) + 2.5% N.S. 
6 2.63 ± 0.06 (12) + 10. !:>% P<0.001 
·a· •. 2.11 ± 0.06 (14) - 11.3% P<O.l 

Los resultados representan la media ± S.E.M., con el número 
animales indicado entre paréntesis . .. No significativa. 
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Figura 4a. Efecto de la administración crónica moderada de etanol 

sobre el consumo de oxigeno mitocondrial, en condiciones 
de reposo o estado·4, con succinato como sustrato. Los 
resultados representan la media± S.E.M., con el número 
de animales indicado al pie de cada columna. Las 
condiciones de incubación se detallan en la figura 3a. 
o p<0.05 00 p<0.02 ººº p<0.001 
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Figura 4b. Ef~cto de la administración crónica moderada de etanol 

sobre el consumo de oxigeno mitocondrial estimulado por 
ADP o de estado 3, .con succinato como sustrato. Los 
resultados representan la media± S.E.M., con el número 
de animales indicado al pie de cada columna. Las 
condiciones de incubación se detal.lan en la figura 3a. 
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Figura Sa. Efecto de la administración crónica 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 incubación se detallan en 
la figura 3a. Los resultados representan · la media ± 
S.E.M., con el número de animales indicado al pie de cada 
columna. 
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() 

29 
•, 



.. 

Figura 

EST AD_0 __ 3_ 

8 

o 
2 .... " 

ll.J .... 
1 

(.!) .... 
1-4 . e 100 

x ~ 

o ~ 
lLJ lo( . 

b ¡-
"" .i::: 

o E -f 
:aE "< 
:::> 
(/) 

() 

2 ti o i::: 
(.) '- (111 ¡f4) 

--- -¡:; -- 8-

_.S.EMANAS DE: TRATAMIENTO 

.. 
sti•:. Efecto de la ingesta crónica moderada de etanol sobre 

el ºconsumo de oxigeno mitocondrial en condiciones de 
estado 3, o estimulado por ADP, con glutamato-malato como 
sustratos. Las condiciones de incubación se detallan en 
la figura 3a. Los resultados representan la media ± 
S.E.M., con el número de animales indicada al pie de cada 
columna. 
o p<0.02 00 p<0.01 
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Figura 6. Efecto del consumo crónico moderado de etanol sobre la 
actividad de la succinato deshidrogenasa en mitocondrias 
de hígado de rata. La actividad se determinó tal y como 
se describe en Material y Métodos. Los resultados 
representan la media± S.E.M., con el número de animales 
indicado al pie de cada columna. 
o p<0.02. . 00 p<0.005 
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EFECTO. DE LA ADMINISTRACION CHONICA MODERADA DE ETANOL SOUHE LA 
ACTIVIDAD DE ATPasa LA'.I;EN'fE EN NITOCONDHIAS DE HlGADO V!!: HATA 

SEMANAS DE ACTIVIDAD SlGNIFlCANClA 
TRATAMIENTO DE Al'Pasa .Klt'J!:Cl'O l!:STADlSTlC..:A 

o 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% P<0.02 
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. 
-1 -1 o 

liberado x min x mg prot . Los resultados representan la media 
± S.E.M., con el número de animales indicado entre paréntesis. 
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Figura 7. Efecto de la adminístración crónica moderada de etanol 
sobre la síntesis de citrulina en mitocondrias de higado 
de rata a lo largo de 8 semanas de tratamiénto. La 
síntesis de citrulina fue medida en dos .ml (volumen 
final) de un med.io que contiene: 4.5 mg de proteína 
mitocondrial, 75 mM Tris-HCl, s mM KH2P04, 15 mM KCl, 3 
mM MgCl2, 16 mM KHCOa, 1 mM EDTA, 10 mM orni tina, 10 mM 

º ·$Uccinato, 4 µg retenona, 25 mM manitol y 10 mM NH4Cl pH 
7:4. Los resultados mostrados representan la media ± 
S.E.M .• con el número de animales indicado al pie de cada 
columna. 
o p<0.002 ºº p<0.001 
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DISCUSION 

A pesar de la.gran cantidad de reportes disponibles acerca de 

los cambios bioquimicos producidos por la ingesta crónica de 

etanol, son escasos los trabajos 

evolución de tales cambios a 

sentido, este trabajo es uno 

en los 

lo largo 

de los 

cuales se analiza la 

del tiempo. En dicho 

pocos que proporcionan 

información al respecto. Lo anterior es particularmente 

importante, dado que la magnitud de los efectos producidos por el 

etanol, son altamente dependientes de la duración de la ingesta 

(Lieber y DeCarli, 1977; información proporcionada en este 

trabajo). 

Los resultados obtenidos con la ingesta crónica moderada, al 

contrastarse con los obtenidos por otros investigadores con la 

ingesta crónica severa, muestran una clara y significativa 

diferencia, ya que esta última es notoriamente más nociva al 

comparar efectos-tiempo de tratamiento, por lo menos en lo que se 

refiere a la respiración mitocondrial. Sin embargo, es muy notable 

la inhibición en la respiración mitocondrial después de 8 semanas 

de consumo crónico moderado, principalmente con succinato como 

sustrato. Esto último indica, que aún el consumo moderado, con el 

tiempo provoca efectos altamente nocivos ~obre mitocondrias. 

Es dificil tratar de explicar el ligero incremento en la 

.respiración 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)~ Además, las concentraciones de etanol en sangre. 

producidos -Ror el tratamiento crónico moderado de etanol son • 
despreciables (Lieber et. al., 1965; Elliot et. al., 1985; 

Zentella de Pi~a et. al., ¡987); esto último contrasta con la 

concentración de etanol en sangre producida por el consumo crónico 

severo, la cual oscila alrededor de 15 mM (lieber et. al., 1965; 

Vaananen y Lindros, 1985). 

Con respecto a la inhibición por el tratamiento crónico de 
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etanol en la respiración mitocondr.ial en el estado 4 o de reposo. 

no es claro el significado fisiológico de la· misma. Algunos 

ir.vestigadcres (Groen .et. al. 19S2). Sef'íalan al reciclamiento de 

protones a través de la membrana interna mitocondrial como el 

princ'ipal factor que determina el· consumo de oxigeno en 

condiciones de estado 4. En contraposición, otros autores han 

·demostrado la si ntesis rai tocondrial de ATP en · condicion.es de 

estado 4 (Lemasters y Hackenbrock, 1980; Masini et. al., 1983), e 

inclusive (con piruvato como sustrato), han logrado inhibir con 

oligomicina en más de un 50% el consumo de oxigeno en condiciones 

de estdo 4 (Masini et. al., 1983; Julián Sánchez et. al., 1987; 

Riveros Rosas et. al., 1987); lo cual implica que por lo menos un 

50% de la respiración en el estado 4 está acoplada a la sintesis 

de ATP. Todo esto sugiere entonces, que la respiración de estado 4 

refleja los requerimientos energéticos de la mitocondria, y no 

constituye un mero artefacto, como se había sugerido previamente 

(Groen et. al., 1982). En este sentido, pensamos en un futuro 

próximo titular la respiración mitocondrial en estado 4 . con 

oligomicina, y comparar la proporción del consumo de oxigeno está 

acoplado a la si ntesis de ATP, tanto en las ratas etan.olizadas 

como en las controles. 

En relación con la respiración mitocondrial en el estado 3, 

alg1~_nos tnvestigadores reportan al translocador de aden1 n 

nucleótidos y al acarreador de dicarboxialtos como.los principales 

factores limitantes en la velocidad de la fosforilación oxidativa 

(Groen et. al., 1982; Wanders et. al., 1984a). Si suponernos 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 
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*1 sitio I) debe ser cercano a los 3/2 , ya que para . tener una X 

velocidad de síntesis de ATP. los sustratos de sitio 11 consumen 

1.5 veces más oxigeno que los sustratos de sitio l. El valor que 

se 6btiene para las ratas controles no difiere significativamente 

.de 3/2 (1.55 ± 0.08) (ver tabla V}, lo cual nos indica que 

efectivamente en condiciones normales la cadena respiratoria no 

ejerce un control importante en la velocidad de consumo de oxigeno 

en el estado 3. Sin embargo, al calcular este mismo cociente para 

.las-ratas tratadasd crónicamente con etanol durante 8 semanas 

obtenemos un valor de 1.08 ± 0.11 (ver tabla V), el cual difiere 

· ... significativamente de 3/2 (p<O. 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 más importantes en la velocidad de consumo de oxigeno 

de estado 3. Esto último se ve apoyado por el hecho de que la 

administración crónica de etanol disminuya la actividad de la 

citocromo oxidasa (cederbaum et. al., 1973; Cederbaum y Hubin, 

1975; Koch et. al., 1977¡ Bernstein y Penniall,1978; Spach et. ai 

1982; Zentella de Piña et. al .• 1988) y de los citocromos a+aa y b 

(Koch et. al.,1977; Bernstein y Pennial, 1978¡ Thayer y Rubin, 

1979, 1981; Schilling y Reitz, 1980; Zentella de Piña et. al., 

1988). 

Por otra parte es todavia incierto el significado fisiológico 

de una alteración en la respiración de estado 3, ya que un aumento 

o disminución de esta última, no se correlaciona con un aumento o 

disminución en la respiración por parte de la célula completa¡ de 

hecho, ·ThQrman et. al., (1976) reportan con la ingesta crónica de 

etanol, un incremento en el consumo de oxigeno en higado 

Esto es ci.erto, si y solo si lo.s respecti.vo.s deshi.drogenas·:i.s 

y 

de 

en 

en 
de 

o.co.rreo.dores no son to.mbi.én un factor li.mi.to.nte. 

la succino.to deshi.drogenaso. esto es váli.do, ya 

to. o.cti.vi.do.d de esta enzi.mo.. no conelo.ci.ono.n 

lo. v&loci.do.d de consumo de oxl gerno mi.tocondri.o.l 

esto.do <Zentella de Piña et. o.l .• 

proporci.ono.dos en este trabo.jo». 
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perfundidos, al tiempo que establecen para esos mismos higados, un 

decremento en el consumo de oxigeno de estado 3. 

Para poder determinar si la relación ADP/O se ve afectado 

preferentemente con sustratos de sitio 1 o 11, se calculó 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/O no ha sido afectado preferntemente par~ ninguno de los 

dos tipos de sustratos, el cociente debe de tender hacia un valor 

-de 2/3; si en cambio, el acoplamiento de la fosforilación 

·. oxidativa se ve afectado selectivamente para un tipo de sustrato, 

· · .el cociente obtenido debe ser significativamente diferente de 2/3. 

··Como se puede observar. en la tabla V, durante las últimas semanas 

de tratamiento con etanol, el valor del cociente no difiere 

significativamente de 2/3, lo cual sugiere que el acoplamiento de 

la fosforilación oxidativa no es selectivamente afectado para 

sustratos de sitio I o Il. Esto contrasta con algunos reportes con 

ingesta crónica severa de etanol, los cuales señalan un 

desacoplamiento preferentemente con sustratos de sitio 1 

(Cederbaum .Y Rubin, 1975). Durante las primeras semanas de 

ingesta. el cociente si parece dif'erir signif"icati vamente de 2/3, 

pero en este caso, es probable que más bien se deba a una mejora 

en el acoplamiento de la fosforilación oxidativa para sustratos de 

sitio II, indicando 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 fisiológicamente relevantes; si bien esta enzima no ha 

sido señalada como un factor limitante en la respiración 

mitocondrial (Groen et. al., 1982), es una enzima que cataliza una 

reacción alejada del equilibrio {Krebs, 1969), y que es modulada 

por diversos metabolitos e iones (Singer et. al., 1973; Chat"fee 

et. al., 1977; Swierczynski y Davis, 1978; Chávez et. al., lY8bJ, 

por lo cual no puede descartarse su posible papel como un 

importante enzima reguladora del ciclo de Krebs (ver ápendice !). 
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Con relación.a la· sintesis de citru+ina, los resultados 

obtenidos durante la prime~a eemariá de tratamiento, eoncuerdan 

bien con los reportes que señalan una inhibición en la síntesis de 

urea en hepatocitos aislados incubados con etanol. (Stubbs, 1Yl6; 

Mrzirland et. al., 1981); lo cual sugiere un efecto directc del 

etanol sobre las enzimas del ciclo de la urea. La fuerte 

declinación eri la síntesis de citrulina en las últimas semanas es 

probable que este relacionado con el abatimiento de la respiración 

mitocondrial con succinato como sustrato (ver figura 7}, yas que 

es precisamente el succinato el sustrato oxidable utilizado en el 

ensayo de citrulinogénesis. 

Por otra parte, 

trabajo seKalan la 

i 

los resultados mostrados en el precente 

necesidad de efectuar una evaluación más 

cuidadosa de los reportes que señalan "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 como los producidos por la ingesta crónica 

severa, es decir, es necesario evaluar cuidadosamente también los 

efectos tóxicos del consumo moderado de etanol sobre todo en 

humanos, antes de pensar en los beneficios terapéuticos producidos 

por este. 

•_,por último, es importante hacer notar con relación a todos 

los efectos observados en el presente trabajo, que el etanol 

parece tener distintos mecanismos para provocar sus efectos, ya 

que por un lado es capaz de producj_r un ligero aumento en todas 

las funciones respiratorias de la mitocondria, y al mismo tiempo 

producir una disminución importante en la slntesis de citrulina; 

sin embargo, ya para la octava semana de tratamiento prácticarunte 

todas las funciones mitocondriales se encuentran abatidas. Además, 

es importante enfatizar el posible proceso de adaptación 

metabólica 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 
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dP etanol, pero a este respecto, éste es uno de los pocos trabajos 

que da una idea de la evolución en el tiempo, de los cambios 

producidos por la ingesta de etanol, lo cual es una de las 

primeras etapas necesarias para la elucidación de cualquier 

mecanismo de acción. 

·.: .~- ._: -. 
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'f ABLA V 

EFECTO DEL CONSUUú CRONICO MODERADO DE ETANOL . A LO LAHGO DI!: 8 
SEMANAS DE TRATAMIENTO SOBHE EL COCIENTE [VEL .. DE CONSUMO D~ 

OXIGENO EN ESTADO 3 CON SUCCINATO COMO SUSTHATO]/LVEL. L>l!: CONSUMO 
DE OXIGENO EN ESTADO 3 ·coN GLUTAMATO-MALATO COMO SUSTRATOSJ 'í 
SOBRE EL COCIENTE [ADP/O CON SUCINATO COMO SUSTHATOJ/LADP/O CON 

GLUTAMATO-MALATO; COMO SUSTRATOS] 

SEMANAS DE [EDO. 3 (succ.) J [ADP/O (succ. )] 
TRATAMIENTO [EOO. 3 (glu-mal}] [ADP/O (glu-mal)J 

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);1: 

3 1.39 ± 0.04 (8) 1". 0.74 ± 0.01 (7):1: 
4 1.64 ± 0.08 (7) 0.66 ± 0.01 (5} 
5 1.31 ± O.J3 (5):f: 0.74 ± 0.01 (S):j: 
6 1.31 ± O. JS (8):1: 0.66 ± 0.01 (10) 
8 1.08 ± 0.11 (9):1: 0.6L¡ ± 0.03 (8) 

Los resultados representan la media ± S.E.M., con el número 
de animales indicado entre paréntesis. 
* p<0.05 :t: p<0.01 

.•. 
• 
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APENDICE A 

ESTADO REDOX DE LA CELULA 

El estado redox de la célula es caracter~zado por el valor de 

la razón (Krebs, 1967): 

Concentración de NAD+ libre 

Concentración de NADH libre . 

y es comúnmente referida como la relación NAD+/NADHª 1 . Esta 

razon es particularmente importe de conocer debido a que 

proporciona información acerca del comportamiento metabólico que 

tienen los sustratos oxidados y reducidos, ya que por un lado 

determina la dirección de las reacciones reversibles que ocurren 

dentro de la célula, y por otro, determina la magnitud de los 

cambios de energía libre que se producen en las reaciones de 

óxido- reducción. Esto último resulta importante sobre todo si se 

recuerdá que muchas de las reacciones dentro de la célula no se 

lleva a cabo a menos que el cambio en energía libre este por 

arriba se cierto valor minímo. 

*1 
especí fi.ca. 

+ 
NAD libre y NADH Ubre 

nucleót.i.dos unidos a. prot.eí no., los cuales no 
ci.lopla.sma. y no po.rt.i.ci.po.n en lo. mayor í o. de 
Óxi.do reducción que. se do.n dentro de la. célula. • y 

po.ra. 
son 

la.s 
no 

t.a.nlo. el cornport.a.mi.enlo de los suslro.los reduci.ck>s y oxidados. 
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APENDICE B 

IMPLICACIONES FISIOLOGICAS DE LAS ALl'.lfüACIONES EN LA fi'LUIDEZ Di!: LA 

MEMBRANA 

Los cambios en la fluidez o .rigidez de la membrana, corno es 

bien conocido, se deben a alteraciones en la proporción de llpidos 

saturados e insaturados: un aumento en la proporción de lipidos 

saturados confiere una mayor rigidez en la estructura de la 

membrana. al favorecer la formación de un ret1.culo cristalino 

rígido {e. g. Morrison y Boyd, 1983). A su vez, un aumento en la 

proporció~ de lipidos insaturados tiene como consecuencia un 

aumento en la fluidez de la membrana ya que debido a su doble 

enlace y al doblez en su estructura que le acompaña, rompen 

suficientemente el alineamiento de los lipidos saturados como 

para que la membrana tenga un cáracter semil1quido*2 . 

Las alteraciones en la composición de las membranas celulares 

son de suma importancia, debido a que estas pueden provocar un 

cambio generalizado en el funcionamiento de todas la proteínas 

asociadas a membranas (Raison, 1972), ya que al producirse 

modificaciones en el medio lipidico e hidrofób.ico en el cual están 

inmersas ~lgunas proteínas, se pueden inducir cambios importantes 

en la es·tructura tridimensional de estas, lo cual a su vez puede 

alterar su función dentro de la célula. En este sentido resulta 

·muy interesante la correlación que se ha podido establecer entre 

el grado de insaturación de los ácidos grasos de los l1pidos 

membranales y la temperatura a la cual el organismo normalmente 

funciona... ( Raison, 1972) • ya que mientras más baja sea la 

*2 
Es le Últ.i.mo efect.o se puede 

espectacular en los proc.:.di.mi.ent.os para 

observar 

el. 
de 

ma1 :z 

de manera más 

endureci.rni.ent.o de 

los 

o 

dobles enlaces 

convi.erle 

acei.t.es, ya que la hidrogenación de algunos 

de aceri.t.es como el de semilla ele algodón, 

estos 1.1 qui.dos en sólidos de consistencia comparable a 

soya, 

Lo. de 

La 
coci.nar 

la 

base. manteca y rnanlequi.tlo.. Est.e 

de uno. industria 

oleomargari.nas. 

importante 

er1dureci. miento de acei.t.es .:.s 

que produce gra.sas para y 
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temperatura a la cual trabaja el organismo, mayor es el grado de 

insaturación que presentan sus lipidos de membrana. 

Sin embargo, esto no debe llevarse al extremo de pensar que 

cualesquier modificación_·en la composición de la membrana conlleva 

necesariamente alteraciones en el funcionamiento de sus proteinas. 

asociadas. De hecho se ha podido demostrar cambios significativos 

en la composición 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 composición de los 

lipidos de éstas (Gordon et. al., 1982). 

,, 

.-, 
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AP!i:NDICE C 

AISLAMIENTO DE MITOCONDIUAS . . 
La técnica generalmente utilizada para el aislamiento de 

mitocondrias intactas, es la desarrollada por Schneider y Hogeboom 

( 1950) . En ella el primer paso. después de cortar el tejido 

hepático en peque~as piezas, es romper las células. Esto se 
e o 

efectua entre O y 4 C. en un medio de suspensión isotónico, 
•3 generalmente a base de sacarosa o manito! . En nue'stro caso e.l 

medio de aislamiento utilizado es el descrito previamente por 

Siess (1983a) y consiste en: 0.3 M 

mantener isótonico el 
:s:5 

medio ) , 1 

~4 
manito! 

mM EDTA 

{como agente para 

(como quelante de 
*6 calcio y 5 mM TES pH 7.4 (como buffer para mantener constante el 

pH). las células se rompen mediante una homogeneización suave, 

utilizando un mortero de vidrio con pistilo de teflón de 0.1 mm de 

sección Posteriormente, el homogeneizado recibe una 

.c~ntrifugación relativamente ligera (600 x g durante 10 min.) para 

sedimentar células completas, restos celulares grandes y núcleos. 

El sobrenadante, que contiene a las mitocondrias se centrifuga 

generalmente de 5500 x g a 10000 x g durante 10 min. para obtener 

Seo efe-ctua o!c'n fr .t o po.ro. 

podri o.n 

bo.jo.r 

de 

o.l mi ni.mo la. act.i.vi.do.d de las 

las enzimas ti ii.co.s que alguno. mo.nero. .dañar 

mi. t.ocondri.as. 

Ut.i.ti.za.mos mo.ni.t.ol porque se ho. demos t. ro.do que los 
. monosacáco.ri.dos son mejores que tos di.so.cári.dos en ta preservo.ci.Ón 

de tas funci.ones mi.t.ocondri.a.les <Si.ess, 1993b>. 

*5 LCl osmota.ri.dCld de ta cétula hepát.i.ca. es de o.l.rededor de 300 

mOsmotes. 

·•. + *6 
Se año.el~ debi.do o. que et Ca es un fuerte a.gente desacopla. de 

tas mi.t.ocondri.o.s o.t permeo.bi.ti.20.r la. membrana. i.nt.erna mi.t.ocondri.o.t 

<e. 9· Dro.hot.a et.. a.l. 1965>. 

co.rd1 o.co, 

trata.mi.ent.o 

lograr un 

1992>. 

et caso de t.eji.dos a.ni.mates más densos como el 
es neceso.ri.o a.btcmdar previ.o.ment.e et t.e ji.do 

con uno. enzima proteoli ca. bo.cleri.o.na 1nagro.sCll, 

rompi.mi.ento celular sa.t.i.sf a.et.orí.o 1 Whi.t.t.aker y 
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un sedimento que contiene a las mitocondrias. El sedimento se 

resuspende en medio de aislamiento y se 

para lavar las mitocoridrias 

mitccondrial contaminante. 

y dejarlas 

centrifugan. nuevamente 

libres de. material no 

Las mitocondrias 

resuspenden en un pequeño volumen de medio de 

finalmente ajustarlas a una concentración de 

mitocondrial/ml. 

'·' 

'.,,' 
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APENDICE D . -

DETERMINACION DE PRO'IEINA 

La reacción-de biuret para la determinación de protelnas fue 

uno de los primeros ensayos colorimétricos de protelna 

desarrollados (Gornall et. al .• 1949). y desde entonces sigue 

siendo'uno de los métodos más ampliamente utilizados. Se usa 

principalmente en aquellos 

determinación rápida de la 

casos en que 

concentración de 

se requiere una 

proteina y no se 

requiere una gran sensibilidad. La naturaleza del complejo 

coloreado, aunque desconocida en detalle, se piensa que involucra 

la formación de.un complejo en solución alcalina entre el cobre y 

el enlace pept1dico de las prote1nas y los r{:!siduos de tirosina . 
; :,. 

(Cooper, 1979). .:'?:: .. .,:•, 

Las sustancias que interfieren con este ensayo incluyen 

buffers de naturaleza aminoácida o peptidica como el Tris, ya 

quedan una formación de color positiva. 

Preparación del reactivo de biuret. 

i) Disolver 1.50 g de CuSQ4ZSH20 (sulfato de cobre II 

pentahidratado) y 6.00 g de NaKC406*4H20 (tartrato de sodio y 

potasio} en 500 ml de agua destilada. 

·:· ii) Añadir 300 ml de NaOH (hidróxido de sodio) al 103 (P/V) y 

aforar la solución 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 formación de un presipitado negro dentro 

del frasco que lo contiene, la solución debe descartarse y 

prepararse una nueva. 

Determinación de proteina. 

En tubos de microcentrifuga {de 1 ml. de capacidad) se añaden 

las siguientes soluciones: 75 µl de agua destilada, 10 µl de 

suspensión de mitocondrias y 15 µl de ácido tricloroacéticQ 3 M 
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pa.ra precipitar las proteinas (ca~a determinación debe efectuarse 

por triplicado)~ Posteriormente se centrifugan los, tubos en una 

microcentrifuga cl1nica por 2 min. descartándose el ,sobrenadante. 

El precipitado,, de P.roteina mitocondrial se resuspende 

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

El bla~co lo constituyen 3 tubos con 100 µl de agu~ solamente y el 

estandar lo constituyen 3 tubos con 100 µl de una solucíon de 

albúmina de suero de bovino (10 mg/ml}. La densidad óptica que 

se obtiene del standar con una cubeta de 1 cm de espesor, ya 
1 

restando la turbidez, es de alrededor de 0.260-0.280. 

Posteriormente se añaden 400 µl de agua a todos los tubos 

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

cuidadosamente y se agitan vigorosamente en el vortex. Los tµbos 

se leen en el espectrof6tometro a 546 nm d~ longitud de onda. 

Finalmente, para restar la turbidez que se presenta en los 

tubos, se añade a cada uno una pequeña pizca de KCN, el cual 

reacciona con el complejo coloreado del reactivo de biuret, 

vólviendolo 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, la absorbancia 

restante es directamente proporcional a la concentración de 

prol:'ei na . 

() 
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APENDICE E 

DETEHMINACION POLAHOGHAillCA D~ OXIGENO EN SOLUCION 

El elctródo de oxigeno tipo Clark es ampliamente utilizado en 

investigaciones relacionadas con la fosforilación oxida~iva. Este 

consiste esencialmente de un cátodo de platino y un ánodo de plata 

envueltos dentro de un bloque de epoxi formando la'celda sensora .. 

El sensor se encuentra cubierto por una fina película de ura 

solución de 3 M de KCl, la cual está separada del medio de 

reacción por una fina membrana de teflón, permeable solo a gases 

(Yellow Springs Instrument Co .• 1980; Dawes. 1980). Cuando un 

voltaje pplarizante es aplicado a través de la celda, el oxigeno 

reacciona en el cátodo provocando que fluya una corriente a través 

de la célulaª1 : 
-1 

02 + 2H20 + 4e 
-1 

40H 

La corriente que fluya a través de· este electródo será 
*2 directamente proporcional a la concentración de oxigeno . 

,. 

•1 
Et de oxigeno et de o.proxi mo.dament.e 0.2 consumo por sensor es 

mo.noát.omos oxlg&no 
. -1 

to puede desprecio.do to. X mi.n por que ser en 
mo.yorio. de tos casos. 

Estrictamente· es proporciono.t o. ta actividad det oxl geno en 
solución. 
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Figura 1. 

... 

Bloque ~e E p oJ<i 

-~e atodo de Platino 

A nodo de Plata 

Representación esquemática del electródo de oxigeno 

tipo Clark. 

r, 
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. DETERMINACION DEL COCIENTE RE~P IRATOIUO Y LA RELACION ADP /O 

EN MITOCONDRIAS 

Es bien co.nocido que la cadena de transporte de electrones 

procede a máxima velocidad sólo cuando el ADP, fosfatos y un 

sustra~o oxidable están 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 consición se le· conoce como 

respiración de estado 4 o de reposo. Sin embargo, si se añade una 

cantidad conocida de ADP, el consumo de oxigeno se incrementa 

rápidamente al máximo debido a que el ADP esta siendo fosf orilado 

activamente. a ATP; este estado es conocido como respiración activa 

o de estado 3. cuando todo el ADP ha sido fosforilado,. la 

velocidad de consumo de oxigeno retorna abruptamente a las 

condiciones de reposo. Este fenómeno, en el cual la velocidad en 

que trabaja la cadena de transporte de electrones es controlada 

por la concentración de ADP es llamado control respiratorio. El 

control respiratorio se define como la razón entre la respiración 

mitocondrial en condiciones de estado 3 y la respiración 

mitocondrial en condiciones de estado 4. Esta razón o cociente es 

en general superior a 4 en mitocondrias intactas y tiende a 

decrecer conforme las mitocondrias estén más desacopladas. 

'-· El cociente entre el número de moles añadidos de ADP y el 

oxigeno consumido durante la transformación del ADP en ATP se 

conoce como la relación ADP/O (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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Figura 2. 

Mltocondrias 

--i-.--
A.01-

1 

~. 

Trazo típico de consumo de oxigeno mitocondrial 

obtenido en el oximetro, en el cual se muestra el 

procedimiento para determinar el control respiratorio y 

la relación ADP/O. 
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APENDICE 1'' 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA SUCCINATO DESHIDROGENASA 

La actividad de la succinato deshidrogenasa (succinato: VClP 

oxido reductasa) se ensayo en este trabajo de acuerdo al ·método 

utilizado por Siess (1983a}, determinándose 

espectrof otométricamente tal y como lo describen Arrigoni y 

Singer ( 1962) . 

Para ello, 0.5 mg de proteina mitocondrial .C1·UµlJ se diluyen 

en 90 µl de 0.13 lubrol wx*1 en 20 mM de fosfato dibásico de 

potasio pH 7.0, con el objeto de permitir que el succinato tenga 

libre acceso a la enzima; el · fosfato se añade porque es 

indispensable para activar la enzima. Una vez que la dilución de 

mitocondrias se ha llevado a homogeneidad, se toma una alicuota de 

10 µl y se transfieren a una celda de cuarzo de ~~so µl de 

·capacidad, la cual contiene .10 µl de DCIP (0.064%) más 120 µl de 

0.1% de lubrol en 20 mM de fosfato dibásico de potasio pH 7.0 y 10 

µl de KCN 15 mM; este último con la finalidad de evitar que la 

succinato deshidrogenasa ceda los electrones del succinato a la . 
cadena respiratoria. Inmediatamente se añaden 10 µl de succinato 

de sodio· 400 mM pH 7.0 y so µl de PMsª2 (1.32 mg/ml), 

homogeneizando rápidamente con la ayuda de una espatulilla. se lee 

inmediatamente a 578 nm registrándose el curso de la reacción 

(ésta mantiene una velocidad constante durante aproximadamente un 

minuto). 

•2 

La reacción quwe se lleva a cabo dentro de la celda es: .. ... 
·succinato + PMS 

PMSreduci.do + DCIP 

PMSreduci.do + J!'umarato 

DCIPreduci.do + PMS 

El lubrol WX EtS un det.ergent.e uli..li.:za.do pa.ra. romper membranas 

PMS: feno.:zi.na. met.o.:sulfci.t.o. 
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en la cual el DCIP fuertemente coloreado va perdiendo su 

coloración conforme este es reducido. El coeficiente de extinción 

molar del DCIP es 100 x 10-a M-:1 cm-1
. 

El único factor limitante dentro del sistema es la cantidad 

de proteína mitocondrial, es decir, la velocidad de la reacción es 

directamente proporcional a la cantidad de proteina mitocondrial, 

y por supuesto, a su actividad especifica. 

.. 
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APENDICE G 

ACTIVIDAD DE A'l'Pasa 

La acti1,idad de ATPasa se ensayó de acuerdo con el :aétodo 

utilizado por Chávez·y Cuéllar (1984). Para ello 2 mg de protelna 

mitocondrial se incubaron durante 5 min. a 30°C en 2 ml de una 

solución hipótonica qlie contiene 7.5 mM Tris-HCl ph 7.4, 75 mM 

MgClz y-109 µmolas de ATP pH 7.3; esto con el fin de romper la 

mitocondria y asegurar que la velocidad de hidrolisis del Al'P este 

limitada unicamente por la actividad de la ATPasa, y no también 

por la act~vidad del translocador de aden1n nucleótidos. En este 

caso el ATP acomplejado con Mg++ es el sustrato de la reacción, 
++ 

., la cual produce ADP-Mg más fosfato, el cual se determina 

posteriormente una vez que la reacción ha sido detenida con 0.2 ml 

de ácido tricloroacético (30%}. 

El fosfato liberado se determinó esencialmentede acuerdo 

al método de Sumner (1944} . 

.•. 
• 

54 



·'·· •: 

l •• 

APENDlCE H · 

ACTIVIDAD DE CITRULINOGENESIS 

El ciclo de la urea dentro de la célula hepática puede 

representarse esquemáticamente 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 comprende desde lá 

entrada de ornitina a la mitocondria hasta la liberación de 

citrulina al citosol por parte de la misma. esta fase es altamente 

dependiente de energia y corresponde a la acti v.ie1ad de 

citrulinogénesis 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 

energía. 

Fuf!larato Urea . 

)Arginina ~Ornitina----..,.. 
Arginino Succinato 

e arbamiWoSfa'to ,· 

Jr2ADP Pi 

(2ATP 

C itrulino .___~ Citrulin;a 
COa + NH"°+ 

crTOSOL 
MITOCONDRIA 

Figura 1. Representación esquemática del ciclo de la Urea dentro 

de la célula hepática. 
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De esta manera tenemos entonces que la actividad de 

citrulinogénesis representa la fase mitocondrial del c~clo de la 

urea.. Esta actividad se considera que está controlado casi 

exclusivamente po;r la carbamil fosfato sintetasa (Wander et. al., 

1984b) , ya que a concentraciones .saturan tes de amonio y 

presenta un coeficiente de control de flujo coercano 

apendice I} . 

ornitina,. 

a 1 (ver 

. En este trabajo, la sintesis de citrulina se ensayo en un 

medio que contiene: 45 mg de prote1 na mi tocondrial, 5. mM J<H2P04, 

15 mM KCl, 3 mM MgCl2, 16 mM KHCOa, 1 mM EDTA, 10 mM ornitina, 10 

mM succinato, 4 µg rotenona, 25 mM manitol, 10 mM NH4Cl y 75 mM 
o 

tris-HCl pH. 7.4 a 25 e durante 10 min. La reacción se paró con ;¿ 

ml de ácido perclórico {6%), y la citrulina formada se deter~inó 

~.spectrofotométricamente a 530 nm. Para ello se incuba una 

alicuota·de 0.1 ml con 3 ml de una solución que contiene 0.16% 

(P/V} de diacetil monoxir ~. 16.67% (V/V) de H2S04, 13.33% (V/V) de 

HaP04 y 0.16% {P/V} d~ !t'eCla durante 5 min a ebullición; 

posteriormente las muestras se enfrlan y se determina su 

absorbasncia a 530 nm. 

1 _j . 

e, 
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APENDICE I 

REGULACION METABOLICA 

El control del metabolismo se realiza a nivel de la actividad 

enzimática. El funcionamiento ce una enzima puede alterarse 

modificando el pH, la temperatura, las concentraciones de 

sustratos y productos· o la concentración de la enzima misma 

(Moreno Sánchez, 1986). Además, ciertas enzimas pueden cambiar su 

actividad por la presencia de moduladores específicos (enzimas 

alostéricas). Por otra parte, el metabolismo celular también puede 

controlarse mediante señalwes externas como lo son los estimulos 

.. hormonales, ya que las hormonas a traves de mecanismos covalentes 

y no covalentes pueden modificar la actividad enzimática y de esta 

manera influir en el metabolismo (para una revisión ver Villalobos 

Molina y Saavedra Molina, 1986). En la tabla l, se ennumeran los 

·mecanismos que modulan la actividad enzimática. De todos estos 

mecanismos, los cambios en las concentraciones de sustratos, 

productos o cofactores son más frecuentes, y como todos ellos son 

compartidos por diferentes vías, pueden considerarse como 

mecanismos de control. Además, el transporte de metablitos de una 

compartimiento celular a otro puede modificar de manera importante 

las con·centraciones relativas y, en concecuencia el f.iujo 

metabólico {Moreno Sánchez, 1986). Sin embargo, el cambio en la 

·concentración de algun metabolito sólo puede alterar la actividad 

enzimática cuando está alrededor de la Km, donde la velocidad 

varia proporcionalmente con la concentración de sustrato. 

La . célula modula principalmente la actividad metabó.lica ... 
mediante mecanismos más fino hy efectivos, de tal forma que los 

cambios producidos en solo una o dos enzimas repercuten en el 

flujo total de la via metabólica. Este tipo de enzimas llamadas 

reguladoras se han definido como aquéllas cuyas propiedades son 

controladas por otros factores diferentes a las concentraciones de 

sustratos y productos, y las cuales son capaces de ejercer un 
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TABLA l 
s; 

MóDULAC.fON DE LA ACTIVIDAD HNZlMA'flCA 

MECANISMOS DE REGULACION NO COVALEN'i'E 

i) Concentraciones de sustratos y productos. 

Corupartamentalización. 

ii) Alosterismo (cooperatividad y modulación por molecu1as 

pequef'ías que se unen a.sitios reguladores: Al'P, ADP, 

NAD+, NADH, CoA, Acetil CoA, etc.). 

iii) Interacciones proteína-proteína {polimerización de 

subunidades ty agregación especifica en complejos 

multienzimáticos). 

iv) Temperatura, pH y fuerza iónica. 

MECANISMOS DE REGULACION COVALENTE 

i) Fosforilación-desfosforilación. 

ii) Transformaciones irreversibles (conversión de zimógenos 

en las formas activas mediante proteólisis limitada). 

iii) Síntesis y degradación de enzimas. 

Modificado de Moreno Sanchez~ 1986. 

·-· 
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control significativo sobre las v1as metabóiicas (Holleston. 

1972.). En la literatura se han· utilizado otras acepciones como 

enzima .marcapaso, etapa limitante, enzima clave o "cuello de 

botella", pero todas ellas implican una restricción exclusiva al 

·control del flujo, lo cual no siempre sucede. 

En términos generales, existe una serie de criterios 

utilizados_para definir qué enzimas determinan el flujo de una vla 

metabólica (tabla II). Desde un punto de vista teleológico, e.l 

control debe ocurrir al inicio de la v1a o después de una 

ramificación, para asi evitar la existencia de segmente largos no 

controlados del metabolismo y para obtener máxima economia. El uso 

de este ertf oque no requiere experimentación sino simple inspección 

de la v1a; sin emargo, en todas las rutas metabólicas estudiadas 

esta suposición teleológica ha encontrado validez experimental. 

El enfoque experimental mostrado en la tabla 11 analiza las 

propiedades de las enzimas y de las reacciones de la via. Los 

primeros 2 criterios consideran aspectos termodinámicos, donde 

aquellas enzimas que catalizan reacciones alejadas del equilibrio 

se clasifican como reguladoras. 

REACCIONES ALEJADAS DEL EQUILIBRIO 

Si .suponemos que una via metab6lica alcanza el ·equilibrio 

termodinámico, la constante de acción de masas: 

KAM 
[productos] = [sustratos] 

de cada reacción sera igual a la constante termodinámica de . 
equilibrl0 Keq, . . y por lo tanto no existiría flujo neto. Par 

• 
obtener flujo a través de la via. por lo menos una de las 

reacciones debe estar depl~zada del equilibrio de modo que la 

constante de acción de masas sea meno que la constante de 

equilibrio. La amplitud del desplazamiento del equilibrio 

determinará la magnitud de la energia libre que impulsará la 

reacción hacia la formación del producto. 
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TABLA 11 

CRITERIOS ESPE~IMENTALES PAHA LA IDl!:N'l'IJ.t'lCACION DE ENZIMAS QUE 

DETERMINAN EL l"LUJO DE LAS V !AS M.lff ABOLlt:AS 

I. Identificación de reacciones alejadas del equilibrio: 

KAM o 2 
K 

> • 
eq 

.KAM :: const.ant.e de a.cci.Ón de ma.so.s 

Keq =: consto.ni.e de equi. l i. bri.o 

II. Identificación de los puntos de entrecruzamiento. 

III. Determinación de las capacidades enzimáticas relativas 

(enzimas lentas y rápidas). 

IV. Identificación y ~nálisis de enzimas alost,ricas: 

- Tipo de cooperatividad. 

- Moduladores alostéricos fisiológicos. 

V. Forma de la curva de inhibición: enzimas limitantes y en 

exceso . 

. VI. Determinación de los coeficientes de control de fluJo . 

.. 
Modificado de Moreno Sanchez, 1986. 

60 



~ t. 

El desplazamiento del equilibrio se distribuye entre las 

diferentes etapas de la via metabólica de tal forma que siempre 

hay algunas· de estas etapas funcionando más alejadas del 

equilibrio. Entonces las enzimas que catalizan las reacciones más 

cercanas al equilibrio deben poseer suficiente capacidad 

catalitica para poder igualar las velocidades de ida y vuelta, por 

lo cual no pueden ser consideradas como limitante del flujo a 

través de la via. Asi el control del metabolismo mediante la 

alteración de una enzima debe ejercerse principalmente en aquellas 

reacciones más alejadas del equilibrio. Sin embar.go, una enzima 

que cata.liza una reacción que tiende al equilibrio puede llegar a 

convertirse en una enzima limitante si ocurre una fuerte. 

inhibición especifica de su actividad (Rolleston, 1972; Moreno 

Sanchez , 1 986 ) . 

Mediante la utilización de este criterio para la 

identificación de etapas de control se ha señalado que el ciclo de 

Krebs es controlado por la piruvato deshidrogenasa, citrato 

sinte~asa, isocitrato deshidrogenas, a-cetoglutarato 

deshidrogenasa, succinil CoA sintetasa y succinato desnidrogenasa 

(Krebs, ,1969) y la fosforilación oxidativa por el translocador de 

adenin nucleótidos {Wanders et. al., 1981) o por la citocromo 

oxidasa {Erecinska y Wilson, 1982)º 

Por otro lado, la evaluación de una reacción en desequilibrio 

consiste en comparar el valor de la Keq con la relación de masas 

KAM determinada experimentalmente durante el funcionamiento de la 

via en estado estacionario. Rolleston (1972) sugirió un valor 

menor de 0.2 del cociente [KAM]/[!(eq] para clasificar a una 

reacción como alejada del equilibrio, pues este valor c-0rresponde 

a una velocidad de la reacción inversa {V-~) menor al 20% de la 

velocidad de la reacción directa. 

CAPACIDADES ENZIMATICAS RELATIVAS 

Se espera que las enzimas que pueden regular el flujo 

metabólica posean las capacidades cataliticas más baJas con 

respecto al resto de las enzimas de la v1a, pues de acuerdo con 
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los dos criterios anteriores, en las reacciones a.lejadas del 

equilibrio y en los puntos de entrecruzam.iento se encuentran las 

enzimas reguladoras. Asi, este enfoque se ocupa de determinar r:.n. 

vitro las propiedades cinéticas de cada enzima de una vla 

metabólica, después de su 

manera, se han observado en 

extracción y purificación. 

la · fosforilación oxidativa 

De esta 

cuatro 
' . -1 -1 enzimas lentas con actividades menores a 1 .umoles x min x g : 

el transloc"ador de adenin nucleotidos, la ATP sintetasa, el 

acarreador de fosfatos y el acarreador de dicarboxilatós . 

. Sin embargo, existen algunos problemas con este enfoque: el 

ensayo de la actividad enzimática requiere la ·ruptura del "tejido, 

la extracción y dilución de la enzima y finalmente, para la 

determinación de la actividad, ·1a incubación en condiciones 

completamente artificiales. Muchas enzimas pueden aumentar o 

disminuir su actividad durante el proceso de extracción. Además, 

las velocidades máximas calculadas noi necesariamente reflejan la 

situación fisiológica del funcionamiento enzimático, pues en la 

célula intacta, las enzimas difícilmente trabajan a 

concentraciones saturantes de sustrato y en ausencia total de 

producto (Moreno Sanchez, 1986}. 

FORMA DE ~A CURVA DE INHIBICION· 

Otro de los criterios utilizados en el estudio de la 

regulación metabólica es el de las curvas de inhibición de la via 

·usando inhibidores espec1ficos de cada enzima. El razonamiento es 

que si el inhibidor actúa sobre una enzima con elevada capacidad 

y/o cataliza una reacción cercana al equilibrio, entonces sólo 

habrá poq?. o nulo efecto sobre el flujo total aún cuando disminuya 

la actividaa•de la enzima. Conforme la concentración del innibidor 

aumente, esta enzima eventualmente se convertirá en la etapa más 

lenta de la via y entonces habrá proporcionalidad entre el f luJo e 

incrementos en la cantidad de inhíbidor. Por 

inhibidor actúa sobre una enzima lenta, 

concentración de inhibidor disminuirá el 
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metabólica ( Rongstad, 19791.l) • En otras palabras, una enzima se 

clasifica como reguladora si se observa una relación lineal en la 

curva de titulación con inhibidor y no regula.dora si la curva es 

sigmoidea. El "exceso" de enzima se determina por la cantidad de 

inhibidor necesario para provocar una disminución significativa 

del flujo metabólico. 

DETERMINAC!ON DE LOS COEinCIEN1'ES DE CONTROL DE !-ºLUJO. 

La discusión de los apartados anteriores sugiere que las 

enzimas reguladoras pueden ser identificadas como aquéllas que 

satisfacen diversos criterios, los cuales están directamente 

relacionados a la forma de medición; sin embargo, no es clara cuál 

es la conexión teórica de esos criterios entre si. Clasificar una 

enzima como reguladora, solo ofrece un término estrictamente 

cualitativo y .empirico; esta terminología y el desarrollo 

conceptual de las secciones anteriores, no establece cómo las 

enzimas podrian controlar el flujo metabólico ni tampoco aclara 

cuál es la importancia relativa de cada etapa. Implicitamente se 

supone que al señalar una enzima como reguladora, ésta controla 

totalmente el flujo metabólico. En la literatura también se 

discute en este sentido cuál es el factor determinante en la 

velocidad.de flujo, si la actividad de alguna de las enzimas de la 

via o la· disponibilidad de3 sustratos y cofactores, aunque más 

bien parecerla absurdo sugerir que alguna de estos factores no 

·intervienen o inf l~yen sobre el flujo metabólico. Más aún, las 

cuestiones de si todos los factores son igualmente importante en 

el \_;ontrol de una via metabólica, la definición de importancia y 

los cr~terios necesarios para evaluarla no son contestados con ·•. 
presición ÜS'ando los criterios discutidos hasta ahora. 

En un intento por responder a estas incógnitas y formalizar 

el análisis de la regulación metabólica, Kacser y Burns (lY/:J, 

1979, 1983) en Escocia y Heinrich y Rapoport (1974a. 1974b lY/S, 

1977) en Alemania Democrática, desarrollaron en forma 

independiente una teoria cuantitativa de control que sintetiza 
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mucha de la información disponible. El análisis de estos autores 

propone que las.variables de. una vla metabólica son los ni~eles de 

metaboli tos; 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 formación y remoción que depende. 

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

de los 'intermediarios y los flujos están determinados por los 

parámetros del sistema. El flujo es una propiedad sistémica pues 

la actividad de una enzima a cero resulta en la anulación de la 

via y las cuestiones acerca de su regulación no pueden ser 

contestadas estudiando una etapa aislada; los parámetros del 

sistema estan representado por las constantes enzimáticas 

determinadas genéticamente como constante de Michaelis Km, la 

constante catall tica Kca.t., las constantes de inhibición Ki., etc. 

Existen además restricciones termodinámicas representadas por la 

constante de equilibrio de una reacción. La cantidad y la 

actividad de las enzimas y las condiciones del medio también sdon 

parámetros del sistema. al menos en la mayoría de los 

experimentos. 

Aunque en ciertas condiciones todas las enzimas pueden ser 

igguales, no lo son necesariamente en el efecto que tendria una 

"Jariac:j.ón de sus actividades sóbre L.-1 ....... posible estimar 

este_. efecto induciendo un pequeño cambio en una de las enzimas y 

expresando esto como un cambio fraccional en su actividad óEi./Ei., 

donde m es la actividad de la enzima. Esfte cambio en la actividad 

puede deberse a un cambio en la concentración de la enzima, número 

de recambio u otras constantes cinéticas. o sea, un cambio en la 

concentración de enzima activa. Debido al cambio inducido se 

establecerá un nuevo estado estacionario con un flujo diferente, 

el cual se puede expresar como óF/F. La comparación de estas 2 

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

flujo. 

cSF 6Ei. 
F = Ci. Ei. 
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La constante de proporcionalidad (Ci) describe 

cuantitativamente cuán sensible es el flujo a cambios en una de 

las enzimas de la vla y fue denominado como coeficiente de control 

de flujo (Burns et. al., 1985). 

El coef.iciente Ci. puede tomar cualquier valor entre o y 1. 

obvio que una enzi'ma cuyo coeficiente de control de flujo sea 

cercano a 1 es considerablemente más importante en la regulación 

del flujo metabólico que otra enzima con un coeficiente cercano a 

cero en donde alteraciones importantes en la actividad de la 

enzima se reeflejan de manera imperceptible sobre' el flujo neto 

de la vla. Los valores particulares de cada coeficiente dependeran 

de la proporción de equilibrio de cada reacción {J{AM/Keq}, · de la 

concentración efectiva de cada enzima y de su constante catalítica 

en comparación con las demás, del grado de saturación y de la 

influencia de los diversos efectores. Por lo tanto, no hay 

únicamente dos clases de enzimas, reguladoras y no reguladoras, 

sino que el control es compartido entre todas las enzimas que ' 

constituyen la vla. 
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