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1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este estudioc es conocer el metabolismo de las
purinas durante la intoxicacidn, tanto aguda come crdnica con
etanol en higado de rata por medio del comportamiento de las
enzimas que constituyen dicho metabolisme, trabajando para
ello, con modelos de intoxicacidén tanto "in vive" como "in

-vitro".
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_2. INTRODUCCION

2,1 ASPECTOS GENERALES - SOBRE LA INTOXICACION CON ETAKOL

El alcoholismo representa uno de los problemas'sanicarios y
socioecondmicos mids dimportantes en el munde entero. Un
alcoh8lico es usualmente una persona que consume una cantidad
de ctanal (aleolhol etfileo) capoz de productr alternclones
patoldglceas . lLa cantidad de etancl capaz de provocar
enfermedad es variable y depende de diverses factores que
incluyen: predisposicidn genética, malnutrieidén e Infeccidn
viral hepdtica concomitante (hepatitls viral). (i)}

En los seres hunanos . el alcohol es
principalmente un compuesto exdgeno. comsumido en forma de
bebidas alcoh8licas y absorbido rdpidamente en todo el tracto
éastruintuutinal. El alcohol ingerido se abhsorbe en el
estomiigo, intestine delpado y colon, Aproximadamente del 90
al 98%Z de la cantidad total es absorbido y oxidado_
completamente, mientras que el resto, del 2 al 10%, es
21iminado primeramente a través del rifidn y pulmones; una
éantiaad muy -pequefia es excretada en la bilis, sudor,

ligrimas, saliva y jugo gdstrico.

2.1.1. EFECTOS DEL ETANOL EN EL ORCANISMO.
El  alcohol - etilico cs un téxico qua produce lesiones en
todos los tejidos, segin sea la dosis ingerida y la

duracidn  de la accidn  del alcohol. E} grado de ‘ﬁuﬁ



lesiones varia en los diferentes sistemas orgdnicos.

a) SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.-

E1 efecto del etanol es siempre una depresidn
primaria de 1los centros mas altos y despuds se extiende a
los mecanismos mdas vegetativos seglin se incrementa el
percentaje de &ste en el sistema nerviogso central . La
1dea comiin de que el alcohol es un estimulante es debido a su
poder de disminuir las inhibiciones , por lo que luego se
presentan conductas impulsivas.(2)

Entre 1los efectos mas importantes del etanvl sobre el
sistema nervioso central tenemos los giguientes:
1. Efecto en la visign.
2. Tocoordinacidn muscular.
3. Tiempo de reaccidn alargado.
4. Euforia.
5. Eliminacidn de inhibiciones.
Estas alteraciones funcionales usualmente - son *
reversibles.

Algunqs sintomas frecuentemente irreversibles que estdn
asociados con la ingestidn alcohlica prolongada y constante
¥ en la mayorfa de los CAaBOs, con -deficiencias
nucflcionnleu. incluyen @

6.— EL sindrome de Wernicke-Korsakof£, neuropatia
periférica, ambliopia (pérdida de {n visidn), degeneracidn
cerebelar, la wmielinolisis pontina central, degeneracidén
cerebral y demencia progresiva con desmielinlzacién-

del ‘cuerpo callosgo. (6)



b). HICADO.-

£1 Hfgado es el &rgano en donde el alcohol es
metabolizado y ejerce una accidn miis prolongada; por lo
tanto, la incidencia y la severidad de las lesiones son mis
importantes en el higado.

Pueden desarrnllarse tres tipos de patologfa hepdtica:

- La forma leve ée caracteriza por una infiltracidén
grasa ( ilfgado graso alcohflice) y por un grado minimo de
inflamacifn y necrosis.

- En casosg de higado graso mis BeVeros, pucde
observarse 1a apariciﬁh de un proceso fibrdtico,
especialmente alrededor de los conductos Vvenosos centrales.
Clinicamente se manifiesta por hepatomegaliz, anorexia y
dolor durante la palpaciSn de la zona hepatica . Existen
alteraciones bloquinmicas como son elevaciones leves de la
aspartate awino transferasa (AST), bilirrubina y fosfotasa
alcalina, asi cowo de la pama-glutamil-transferasa que es una
enzima inducible por el etanol. EL higado graso:alcohdlico

es considerado un cuadro benigno y reversible.(3)

- La forma de laesidn téxica mids severa, la hepatitis
alcohSlica, se caracteriza por - una degeneracidn . grasa
con hepatomegalia, inflamacidn  y necrosis 1importantes, cn

esta fase se llega a observar fibrosis.

+ La fase final de 1la enfermedad hepitica alcohdlica
crinica se manifiesta éor el ‘desarrollo de uma cirroais
con una fibrosis hepitica extensiva, regeneracién nodular,

alteracidn de  la arquitectura hepdtica y finalmente



insuficlencia hepitica y muerte del paclente.

En el higado, debido a la ingesta de etancl, se pueden
. promover alteraciones bioquimlicas de 1los 1ipidos,
proteinas e hidratos de carbono.(3) Se ha observado uma
acumulacifn de proteinas (glucoproteinas y alfafetoprocel-
nas), la cual se produce concomlitantemente con la
acumulacidn de grasa y contribuye al desarrollo de

la hepatomepgnlia.

La gluconeogénesls se encuentra alterada de modo similar

por el etanol a través de diversas vias.

Hay una disminucidén en el almacenamiento de glucdgeno
en el higado, resultado de una baja ingestidn de alimentos ¥y
de la ' enfermedad hepitica asoclada frecuentemente con el
alcoholismo crénico (hTgado gtase, hepatitils aleohdldea,
cirrosis alcohdlica).

En ausencia de enfermedad hepdtica, malnutricidn u
otras condiciones predisponentes, el etanol proplamente
dicho provoca un incremento leve de la glucosa sanguinea

3.

). PANCREAS.

La ingegtidn de alcohol lleva como consecuencia a un  cuadro
de mala absorcifn y dolores muy fuertes a nivel abdominal.
Aparte de &sto, hay destruccién de las células secretoras
de. enzimas y rtambién de las secretoras de dimsulina y

glucagon. Cuando ocurre &sto, el paciente desarrollard



una diabetes mellitus insulino-dependiente. Debido a que
también ha disminuido el nivel de glucagon y ya no es
suficiente como para estimular la sintesis de glucosa, estos
pacientes son ldblles y propensos a padecer crisis de

hipoglucemia.

d}. SISTEMA CARDIOVASGULAR.-

Cantidades moderadas de alcohel causan considerable
dilatacidn de los vasos sangufneos de la piel, produciendo
una  sensaeidn  de calor, El consumo crdnice de alechol

es uno de los principales causantes de una grah variedad de
-anormalidades cardiovasculares, entre ellas la hipertensidn.
La causa por la cual el aleohol produce hipertensién
sangufnea, es la disminucidn en la excrecién urinaria de

iones sodio y un aumente en el volumen plasmiticeo.(4)

e). RIRON.-

El consumo de alcohol es generalmente seguldo de un
incremento en el volumen de orina de relativa alta acidez.
Esta ‘accldn es un resultado de una depresidn del sistema
nervioss central y no ‘es debida a un efecto direé¢to sohre

¢
el rindn.
£) EFECTOS ENDOCRINOS.-

£l consumo | moderado  de  aleohol ejerce un efecto de
escasa magnitud sobre la liberacidn adrenal de cortisol. - Sin
embargo, la . presencia de‘ uﬁ nivel sanguineo de alcobhol

superior a | g/l puede gpenerar la elevaclaon de los niveles



plasmiticos de cortisol. Algunos alcohdlicos  muestran
indiclos de wna insuficiencia hipofisiaria. La disminucidn
de glucesa en sangre produce una elevacidn de cortisol
plasmitico. Esta respuegta se encuentra disminuida o
ausente en un 25% de alcohdlicos crdnicos debido a que 1a
hipdfisis no secreta una cauntidad suficiente de hormona
adenotrdpica como para estimular la glindula adrenal.
Otro indicie de la insuficiencia hipofislaria serfan los
niveles bajos de hormona de crecimiento y' de
prolactina después de una estimulacién a  través de ‘un

descense de la glucosa en sangre.

g) EFECTOS HEMATOPOYETICOS.-

Los efectos del alcohol sobre la sangre y la médula Osea
son el vesultade de una accidn téxdica dicvecta y de las
deficiencias nutricionales asocladas. Los alcohdlicos
muegtran niveles sangufneos de folato reducidos, debido a
que el alcohol inhibe directamentc el metabolismo de &ste. La
absorcifén de 1a ‘vitamina B12 también e¢s inhibida por el
aléohol. El exceso de alcohol, puede provocar la aparicidn de
una anemia hemnlitica Aguda y alterar la funcidn de los
"leucocitos ; 1la cirrosis alcohdlica se acompafia de una

" disfuncidn plaquetaria la que puede conducir a la aparicién

de infecciones y hemorragias.

). SISTEMA INMUNOLOGICO,-
En los - pacientes con enfermedad hapitica alcdhﬁlica

nay un incremente de anticuerpos y celulas B cilrculantes,



en paclentes con hepatitis alcohdlica crénica, frecuentemente

hay elevacidn de la IgA. Existe una disminucidn del nimero

tatal de e€lulas T y su capacidad para sintetizar DNA,
se¢ encuentra disminuida, por lo que la respuesta ante
antigenos mltGgenos, estd suprimida y sus propiedades

citatoxicas estdn aumentadas (respuesta alterada a las
vacunas, mayor susceptibilidad a las infecciones,

disminucidn del recusnto linfocitario).

i). ALTERACIONES NUTRICIONALES ASOCIADAS CON EL
ALCOHOLISMO.

La . malnutricidn en ln forma de la  deficiencia
caloricoproteica es el resultado de diversas causas:

a) Ingestidén dietaria reducida.

b) Mala absorcidn de las sustancias ingeridas.

c) Alteracidn de diversos procesos bioquimicos y

fisioldgicos. y
Las formas wds graves de enfermedad hepidtica estin
asocladas con una malnutricidn severa, es posible que se

desarrolle una lesidn hepitica en ausencia de malqutriciGn.
Aunque las  necesidades caldricas del - alcohSlico  se
encuentren satisfechas por las calorfas que aporta el
alcohol en s8I, este tipo de calorfas no son nutritivas
¥ pueden llevar a los alcohblicos a sufrir ‘ una
malnutricidn primaria, . ya dque se encuentran disminuidoa

otros nutrientes como son las proteinas. (1), (2).



2.2 METABOLISMO DEL ETANCOL.

La mpyor parte del alcohol abhsorbido es degradade por
medio de procesos oxidatives, principalmente en el higado,
para farwar en primer lugar acctaldehido y luego acetato. El
acetato iibre, producto final principal de la oxidacién
dal ut;ancl en ¢l bIgado, deja el higado y es metabolizado
en otros tejidos. La exidacidn ocurre en dos etapas, etanol

a acetaldehido, y acetaldehfdo a acetaco,(5)

En el merabolismo del ekanol estdn involucrados tres

sistemas enzimiticos principalmente:

2.2.1 La enzima alcohol deshidrogenasa (ADH}; que escd
presente en todos los vertebrados que se han estudiadoe. Esta

enzima cataliza la siguiente reaccidn:

CITOSOL:
Etanol + NADV ey AcetaldehIdo + NADH +
Consecuenclas: En el citosol se incrementa la
relacidén  NADH/NADT  3-24  veces. La  concentracién  de

acetaldehide en la sangre se ve Ilacyementada a una

concentracion de 10 a 20umol/L.

En ‘la mitocondria, la acetaldehIdo deshidrogenasa cataliza

la reaccidn de oxidacidn del acetaldehido a4 acctato:

HLTOCONDRIA:
Acetaldehfdo + NAD'Y ———-—=-3  Acetato + NADH + HT

Congecuencias: La relacldén mitocondrial, P{ADH/NAD"“ se



ve incrementada de 2 a 3 vaces, El acetato en
sangre se inerementa g una concentracidn de 1 mmol/L.

La alcohol deshidrogenasa actiia cuande se presenta. el etanol
a balas concentraciones. De tal forma de mantener la
oxidacidén del etunol a acetaldehfdo de manera eficiente, es
necesario remover 1o§ dos productos: NADH y acetaldehido,
Este Glcimo es oxidago preferencialmente en la
mitocondria, en donde 1la enzima aecetaldehfdo
deshidrogenasa, tiene una baja Km (menor que lpmol/L). Esto
mantiene la conccngrnciﬁn de acetaldehido Vbaja, mientras
que la concentracidn de acetato se incrementa a ! mmol/L.

La déahidrogenasn alcohdlica no es la dniea enzima
que cataliza ia oxidacién de etanol a acetaldehido.

A altas. concentraciones, arriba de 20 ypnMol/L, 1a
oxidacién ‘puede ser por medio de 1a catalasa y el MEOS

{Sistema de Oxidacién Microsomal del Etanol).

2;2.2 Catalasa.~ Esta enzimx favorece Indirectamente la
reaccién de oxidacién del etanol bajo condlcignea en las
cuales exista un sistema regenerador de. peroxido de
huidrdgeno, por ello, el papel desempefiado por la catalasa en
:la oxid;ciﬁn bioldgica del etanol ¢s dLsuutLd; (5). Hareceria
“ger que ‘la lentitud con la que el pcrﬁxid; puéderser generado
a partir de NADPL oxidaéa © de la Xantina Oxidasa, impide que

la catalasa contribuya con mi3s de un 2 X de la oxidacidén del

etanol 1in vivoe . La reaccidn es la siguiente:

( NADPH: + i 4 0y “—=---) W03 + NaDPF )

10.



en donde la catalasa:
Hp0g —mee—mmm > H20 +1/2 02
per lo tanto:

H03 + Etanel --+—-> Acetaldehfdo + Hp0

En el presente estudlo, la aceidn de la catslaga se
congidera un punto importante, ya que una de las enzimas que
intervienen en el metabolismo de la adencsina es la Xantina
Oxidasa (productore de perdxido de hidrdgeno), 1la cual es

ampliamente discutida a lo largo del trabajo.

2.2.3. MEOS (Sistema de Oxidacidn Mierosomal del Etanol}.-

El MEOS representa un sistema enzimitico secundario en 1la
depuracién del etanol (5). Este sistema enziwmidtico se
encuentra en el retfculo endopldsmico 1dso de los
hepacocitos. Se considera {uwportante. dentxo del modelo
crénica de ingesta de etanol, ya que es un sistema Iinducible
bAjo estas condiciones debido a la elevada cencentracidn de
etanol que se presenta en ése caso.

Cuando se administra etanol en forma c¢rdnica a ratas, se
obgervan caombios adaptatives en el hilgado debidos a la
toxicidad del aleohal. Uno de los cambios adaptativos es la
proliferacidn del recIcule endoplispico lise, lo cual ha side
confirmado por métodos bioquimicos . Se¢ demostrd . que la
proteIna y l1a wmasa tosfo;ipidica de los microsomas'lisus se
incrementaba coufdrme_se iba administrande cronicamente - el
etanol. El MEOS cénciene 3 componentes microsomales:

citocromo P-450, NADPH citocromo ¢ reducfasa y- fosfalfpidos

11



microsomales, Dichos componentes incrementan también su
actividad durante la administracidn crénica de ertanol (5).
Bajo este sistema, la reacecién que cataliza la oxldacidn del

etancl es la que a continuacifn se presenta:

NADPH + 0z + Etanol + KF ——--3 NADFt 4 Acetaldehido + 2H30

La presencia del MEOS y de la catalasa, pueden
digminuir 1a necesidad de transferir equivalentes
reductores dentro de la wmitocondria. Ya que la coenzima
usada en &éstos procesos eg la NADPH, se requiere
un mecanismo de transhidrogenacidn del NADH al NADPt |
Una posibilidad es la que se muestra en la flgura gigulante,

en donde estd involucrada la enzima miélica :

(ADH) (07 ,MEOS, CAT. )
Acetaldehfde <¢-—-Etancl Acetaldehfdo (-~ Etanol
- N
NADH RADF Nappt NADPH
K,/ w
Oxalacetato - Malato > Piruvato + €Oy

ATP

FIG. 1. oOxidacién  simultdnea del etanol por ADH (NAD') y
vias que  requieren  NADPH, Si+ las dos reacclones
-suceden simultdneamente no habrfs un transporte neto de
equivalentes reductores de la wmitocondria o hacia ella.

Esta . transhidrogenacilén requiere del gasto de una mol&cula
de ATP para 1a carboxilacidn del piruvato.(5)

12



2.3 GENERALIDADES SOBRE EL METABOLISMO DE LAS PURINAS,

Las bases piiricas principales son la adenina y guanina,
presentes tanto en DNA como en RNA. Derivan de la puripa, un
compueste formade por la unidn de un anillo de pirimidina y
otro de imidazol.(fig 2). Otras bases piiricas que constituyen
Intermediarios del metabolismo de aquellas son hipoxantina,

xantina y dcido drico.

:

FiG. 2 PURINA ADENINA (6~amino~purina)

En este trabajo, nos referiremos principalmente a 1la
adenosina, que es5 un nucledside donde la base pﬁfica se
condensa con la pentosa (en este caso ribosa), mediante el
nitrégeno 9 de la base y el carbone 1 glicosldico del aziicar,

siendo B la configuracidn del enlace N—glicbs!dico (£1g.3).

13-
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FIG.3 ADENOSINA (9-B-D-ribofuranosil-adenina)

Los nucl;ésidos generalmente pueden formar nucledridos por
esterificacidn con dcido fosférico. EL punto de wunidén mis
jrecuente es el carbono 5 de la pentosa formindose 5'-
ribonucledtidos tales como el AMP, ADP ¥ ATP (en el caso de
la adenosina).

La biosintesis de novo de las purinas implica la
participacidn de variasc biomoléculss que reaccionan en serie
con- -la ayuda de las respectivas enzimas que catalizan cada
reaccidn, para ir formando la molécula entera del nucledtido.
Entre estas biomol&culas se encuentrans
Fosforribosilpirofosfato, 2 moléculas de glutamina, glicina,
wmetenil-tetrahidrofolato, €02, aspartato, formil~-
tetrahidrofolato y se forma primeramente el IMP o dc.
inosinico, a partir del cual se sintetizan el AMP y el GMP, a

crav;a de 2 vias diferentes.

Los dcidos nucleitos pueden ser hidrolizados a

oligonucledtidos, wononucledtidos y, finalmente, nucledsidos

14



y sus correspondientes . bages, algunas veces éstos son
recuperados para reutilizarse sin que tengsn que ser

degradados (recuperacidn de purinas).

La degradacién de los nucledtidos piiricos procedentea de los
Ac, nuclelicos endSgenos o de la dieta, exige su hidrélisis

previa a nucledsidos y luego a bases piiricas libres.
b 1

ElL AMP, 1la ada‘nosina y la a(;lenina. pueden transformarse por
la aceldn de las desamitmsns. respectivas en IMP, inosina e’-
hipoxantina (FIG 4); de wodo saimilar, (MP, gudnosina y
guanina dan lugar a XMP, xantosina y xantina. Por su parte,
la aceddn de las nucleotidasas sobre los nucleftidos da lugar
a nucledsidos que, a su vez son hidrolizados por nucledside

fosfortilasas liberande las bases y ribosa-l-fosfato.

AMP ————5 IMP P e GMP

Adenveina ————Inosina . Xantosipa - Guanosina

Adenina Hipoxantina Xantina §—————Guanina
! P

dc. iirico

FIG.4. Degradacidn de nucleStides  piiricos. Tomado de *
referencia 6.
Las bqsea piiticas 1libres, para su degradacién,  deben

convertirse primeramente en xantina. Para ello, la guﬁninn es
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desaminada por guanasa., Lo -adenina se desamina por adenosina
desaminasa a hipoxantina, y ésta se oxida a xantina  por
accién de la xantina oxidasa en una reaceidn que requiere
oxlgeno wolecular. Esta enzima es una flavoproteina que
contiene hierro (no hemdtico) y molibdeno, siendo responsable
también de la oxidacién subsiguiente de =antina a dcido
{irico. EL perdxido de hidrdgeno obtenido en las dos
reacclones se descompondrd después en Hy0 y 0 por accidn de
ia catalaea,

El deido firico es el producto final de la degradacifn de las
purinas en el hombre y en la mayorfa de los primates
(organismos uricotélicos) y es excretado como urato por 1la

orina junto ¢on pequeiias cantidades de hipoxantina y xantina.

Excluidos el hombre y algunos primates, el resto  de los
mamfferos posecen urlcasa, por lo que oxidan el dcido drice &

alantofna, que es su producto de excrecldn. En peces

teledsteos, la degradacién prosigue hasta &cido alantolco,

producto de hidratacién de la alantofma, por accién de la

enzima alanreinasa.,

Los demds peces y los anfibios son animales ureoté&licos,

pueste que hidrolizan el fcido alantoico en presencia ‘de

“alantoicasa, originando asi dcido glioxflico y 2 molEculas de

urea,; que s su producto de excrecidn. (6)



2.4 ADENOSINA

La adenosina es producida, liberada , captada y

metabolizada por la mayoria de los tejidos animales.

Algunos tejldos como el miccardio y tejido adiboso son

capaces de liberar adenosina.

La. Adenosina ejerce miltiples acciones sobre diferentes

drganos, principalmente:

2.4.1, Efectos neuronales .- La adenosina y ATP tienen
efectos depresores sobre el sistema nerviose periférico

7},

2.4.2, Efectos cardiovasculares .- FEn condiclones de
hipoxia el corazdn muestra una reduccidn en la
resistencia vascular coronaria asociada con un
incremento en la liberacién de adenosina. La adenosina
esti implicada en la regulacisn local del flujo sangulneo

coronario originando asl vasodilatacidn. (8)

Z.4.3. Efectos sobre acciones hormonales.~ La ~adenosina
cétimula la vcvsteroidogénesis en las glindulas adrenales y
cglulas de Leyding asi como 1la secrecién de glucagon
(9) ¥y. hotmona del crecimiento (8), mientras que inhibe
la Jihqracién de 1Insulina por esc;mulo con glucosa
in - vivo . Bajo condicienes de ayuno 1a adenosina produce

tuna hiperglicemia qué no es atribuible a cambios en la

' secreeldn ni de_insuliné ni de glucagon, La administracidn.

. L
de adenosina = alteéra la- secrecidn de algunas hormonas por
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los. islotes de Langerhans (aumenta la liberacién de
glucagon ¥y disminuye la pecrecién de fnsulina ) pero é&nte
531y es observalle claramente bajo condiciones de  estimulo

con una curpa de glucosa (9).

2.4.4, Eicctus cltotéaicon.~ La adenonina tiene efecto gobre
las célulos encargodas de la respuesta inmune, 1mpldiendo. o
diflcultando  su acetdon, 1o cual se erec que ¢ dehido o que
1a adenosinn fnhide la sintesis de pirimidinas, uoin cmbargo,

esta Leorin sigue en estudilo (10} .

2.4.5, Acciones biogquinicos .~ entre algunas de las
acclones bloguimicas de la adenosiuog se pueden menciouvar las
slyulcates:

a) Disminucion de la lpogénesis hepitica.—

—La adenos ind produce una disainucidn de
triacilgliceroles hepitf{cos en la produccidn de lipidos (11).
;El nucledsido revicerte el hIgado grase inducido por
intoxicacion con etanol, (12}, tetraclorure de carbono

{13) y cicloheximida (14) ., sin afectnr Ia  4dnkiblcidn

de. . slntesis de protelnas producidas par los dos
Gltimos. La adenosing previene el hIgado graso por
limitar la disponibilidad de los precursores para

la safntesis de triacilpliceroles: alfa-glicerol fosfato y
acil-CoA. (1_5)

b) En higado deprime "in vive' e "in vicro" ia oxiducidn
de cadenas  Je ."u:l_dou ;;mso.;; por  inhibir 1la acil-Cod

ﬂl.xitgmsa extramitocondrial (16), rellejando este efecto por
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una disminucidn en la cantidad de cuerpos cetdnicos en
la sangre.

c) Aumento de lipogé€ncsis en el tejdde adiposo del

epididimo. Kl nucledsido produce un incremento de 5
veces en la incorporacidn de glucosa marcada en la grasa
epididimal,.(17)

d) ElL nucledsido es capaz de _camblar el patrdn
metabélico induelido por la intoxicacidn aguda con etanol ya
que la adenosina previene parclalmente Yy revierte la
formacién de hfgado grase inducido por etanol y aumenta
ei aclarn\ﬁiento de etanol de la sangre; ambos efectos estin
relacionados por el hecho de que el nucledsido mejora 1a
disminucidn en la relacidn NADF/NADH  mitocondrial
producido por el metabolismo del etanol (18). !

e) El patrdn metabSlico que se observa en pAresencia.
de la adenosina se caracreriza por una tendencia -a
incrementar los procesos anabSlicos como la sTntesis. de
glucdgeno y disminuir los catabdlicos como la oxidacidn
hepitica de dcidos grasos , esto conduce a- la conclusidén. que
por vun mecémi;amo ain no muy claro, la adenoaina cambia el
patrdn metabdiico de -‘animal ¢n ayuno & uno de animal
aldmentado. Probablemente el eje alrededor del cual gira
‘este cambio, sea el aumento de la carga energética gque se
_sabe favorece secucneias ~ anab&licas e inhibe " las
catabhdlicas (19}, ‘

£) "En la sangre y el higado de rata, se ha observade  una

' respuesta ciclica diaria en cuante a compuestos piirices.. En
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sangre,  existen niveles bajos de adenosina durante el dfa y
elavados durante 1la noche, en tante que, con inosina e
hipoxantina sucede lo contrario. Los niveles de dcido iirico
indican que la disminucidn en el catabolismo de las purinas
coihcidu con una disminucidn en los niveles de inosina e
hipoxantina y aumento en adenosina. Fn el hifgado, 1a
adenosina aumenta durante la noche mientras que inosina e
hipoxantina permanecen disminuidas durante las 24 horas. Los
resultados sugieren que el metabolismo plirinico en el higado
puede  parcicipar en el mantenimiento y renovacién de la poza
de purinas en la sangre y en el estado energético de ‘los

. eritrocites "in vive" (20).
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2.5. METABOLISMO DE LA ADENOSINA,

La adenosina se forma en las c@lulas a partir de AMP, o de
la degradacidn de la S-adenosil-homocisteina y se puede
remover de las c&lulag por liberacidn al fluldo extracelular,
por desaminacién a inosina o por reutilizacidn para formar

AMP,

Lag foufatasae deida o alealina (EC. 3.1.3.2 y 3.1.3.1),
podrfan estar %nvolucradas ;n la formacidn de adenosina ya
que catalizan la hidrSlisis de 5'-AMP a adenosina. Sin
embargo, no muestran especificidad para el 5'-AMP y sus
acecividades a pH neutro sen muy bajas para ser de impottancia

fisioldgica en la produccidn de adenosina.

Similarmente, la purino nucledsido fosforilasa (EC.
2.4,2.1.), que podrfa producir adenosina de adenina, tiene
una actividad muy baja. Por otro lado, la 5'-nucleotidasa es
especifica pdra 5'-nucledtidos, su pH Sptimo es muy cercano
al fisioldgico y su actividad mé&xima puede contar mis

adecuadamente para la formacidén de adenosina.

La adenosina es convertida, ya sea "in vivo" o"im vitro', a
nucledtidos de inosina o adenina. Las enzimas adenosina
deaninasa (EC.3.5.4.4) y adenosina kinasa (EC.2.7.1.20),  se

consideran como responsables de estas conversiones (FIG, 5).

Conociende las actividades de las enzimas que metnbolizan a
la adenosina, asocladas com tipos celulares individuales ' de

un tejido en diferentes estades fisioldglicos, se puade
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conocer el modo de sccibn de la adencaina, ya que de eata

manaera, se puede saber 1la tepdencis de asumento o disminucidn

en los niveles de ésta (21).

S~adenesil-homocisteina

SAH~H| * T——3 homocisteIna

B et

;
v
‘ADENOSINA ——T% Inosina

wHy l i
AAP/ ATE

Hipoxantina

]
~[xo]
05

Xantina

0y L
0 |
Hp09

AC. URICOD.

FLG. 5 METABOLISMO DE LA ADENOSIRA.

5'-N- = 5'-~nucleotddssa, ADA = adenosina deominasa, AK =
adenosina kinsss, SAH~H = §- adencsil~tomocistefna hidrolasa,
X0 = xaarina oxidasa, enzima 1 = purino nucledsida
fosforilasa, Pi =« L§sforo Inorgdnica.

El metabolismo de la adenosina ge puede dividir en 3 etapas:

A. Sintesis,
B, Utilizncidn, ¥
C. Degradacién,

Para poder flustrar &sto, se debe tomar en cuenta la

figura 5.
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A. SINTESIS,
Dentro de la sIntesis de adenosina, participan 2 enzimas:
la 5'-nucleotidasa (5'-N) y 1la S-adenosil-homocistelna-

hidrolasa (SAH-H).

B. UTILIZAGION.

La enzima cncargada de la utilizacidn de adenosina es 1la
Adenosina Kinasa, la cual va a fusforilar a la adenosina para
convertirla en AMP, que puede a su veéz ser transformado en
ADP y ATP para la via de utilizacidn de las purinas que se

menciond anteriormente.

C, DEGRADACION,

La adenosina es degradada primeramente por la enzima
adenosina deaminasa para dar lugar a la inosina, ¢&sta a su
vez ey convertida en hipoxantina por 1la nucledsido
fosforilasa y posterlormente actda la Xantina-Oxidasa para
degradarla a xantina y finalmente a &cido urico en el caso
del thombre, ya que en otros mamfferos, la degradacidn ea

hasta alantofna.

2.5.1, _ 5'-NUCLEOTTDASA.
(E.C. 3.1.3.5)

Se ha propueste que la produccidn’ de adenosina- y iu
utilizacidn en tejldes de mamIferos, depende principnlﬁence
de la actividad de 1a. enzima que la estd produciendo; 15 5%~
nucleotidasa y las 2 enzimas que la utflizan coﬁo sustratod

‘adenosina deagminasa y adenosina kinasa (8).
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Fraccionamiento celular y estudios citoquimicos, han
mostrado que en varios tejides (cerebro, higado, pulmén,
corazfn y milsculo esquelético), una gran proporeién de la
actividad de la 5'-nucleotidasa estd asociada a la wmembrana
plasmitica; por ¢llo, e¢sta actividad es frecuentemente
utilizada como un marcador de la wembrana plasmitica de las
cflulas . Asimismo, en el caso de los adipocitos se ha
llegado a la conclusidn de que es una ectoenzima y que tiene
acceso al sustrate extracelular; es decir, el AMP anadido
extracelularmente, cs hidrolizado riApidamente por células

intactas.
ex:racelulur(—\‘~—”~\\_’ intracelular

AMP

adenosina A!”/ Padencsina
<

Inosina

FICURA 6. Hip&tesis sobre la accidn de la 5'Bucleoti~

dasa. M.P.= Membrana plasmitica. Tomado de referencia 21.

No se sabe exactamente si la 5'-nucleotidasa tiene acceso ol
systrato tanto intra como extracelular. Existen hipdtesis que
apoyan ambas posibilidades. MiAs aiin, se ha postulado que la

enzima pﬂade regular cambiog intracelulares en pE:]
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concentracidn de AMP y que 1la adenosina es liberada
directsmente en el espaclo extracelular, siendc la funcidn de
la enzima dual: como nuclcotidasa y cv.;mn sistema de
transporte (FIG.6) (8, 21).

Estudfos recientes dindican que la mayorfa de los tejidos
contienen 2 iscenzimas de 1la 5'-nucleotidasa, la intrinscca
de membrana y la forma soluble citosdlica. Mientras que la
funcidn de la enzima unida a membrana per@nece obscura, se
ha  visto gque 1a 5'-N citosSlica regula 1la  formacidn
intracelular de la adenoslua regultante del catabolismo de
nucleétidos. Algunos investigadores han demogtrado que las
propiedades cindticas de las 2 4igoenzimas de la 5"~

nucleotidesa son muy diferentes {(22).

Widnell en 1968 propuso que la estructura de la 5'-
nucleotidasa corresponde 3 una lipoprotefma con un solo
fosfolipido: esfingomielina = que estd asoclado 2  esta

lipoproteina (23).

2.5.2 S~ADENDSTL-HOMOCLSTEIRA-HIDROLASA .
{E.C. 3.3,1,1)

Dentro del metabolismo de la  metionina {aminodcido
esencial), existe un mecanismo de metilacidn para 1a
reconversidn y sintesis limitads de mecignina. El  mecanismo
de metilacién mis habitual de la metionina, lmplica su

condensacidn con ATP para dar lugar & la S-adenosil-



metionina, cosustrato esencial de wmetilactones, que cede el
grupo metllo con facilidad, convirtiéndose en S~adenosil-
homoeistueina (SAH) . La SAH, libera homocisteina por

hidrdlisis, dando adenosina (24).

La degradacidén de SAH a adenosina y homocistefna, representa
otra fuente potenclal de adenosina iIntracelular. La enzima
capaz de catalizar esta hidrdlisis, la SAH-UHidrolasa, se
encuentra en levaduras, plantas, pdjaros y mamfferos, y su
concentracidn es mis elevada en el hfgado, el pincreas y el
rifién de €stos Gltimos. En el higado de rata y humano, se ha

lecallizado exclusivamente en la fraccidn citosdlica.

La SAH=B cataliza la reaccidn reversible de la SAH a ADO y .
L-Homocisteina . Cuando 1la concentracién de 1los sustratos es
mayor del rango micromolar, la reaccidn favorece la sintesis

de SAH.

Tanto la ADO como la L-Homocistefna son inhibidores potentes
de 1a reaccién hidrvolitica, “in vivo" (25); 1la catdlisis
enzimitica puede ser dirigida hacfa la hidrdlisis removiendo

la ADO o la L-homocisteina.
t

Aunque la reaccidén favorece la sintesis de SalH, el flujo
metabdlico es probablemente en direccidn hidrolitica, .ya que
la _ADO y la l.-homocistcIna son rdpidamente metabolizados en

la c¢&lulu.{25)

Schrader y col. han evaluado el papel de la SAH~H .como

fuente celular de ADG en varios tejidos. Sc ha sugerido que
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11 SAH puede ser un punto de produceidn de ADO cn el corazdn

de mamiferos. (26)

El  etro producte formado a partir de 1a SAH-H es la L=
homoe istelna, 1a cual es copvertida a L-metionina o puede
reacciovinr con serina para (ormar clstatloning ¥y finalmente

cistelna.

La actividad enzimitlca de la SAH-H se puede gnsayar ya sea
en la direccidn de sintesis o en la de hidrélisis, (27). En
el case del prcsenie trobajo, se realizd en la direccidn de
bldrdlisis como se explicard mis adolante en el gapitulo de

materiales y métodos.

2.5.3. ADENQSINA KINASA.
{E.C. 2.7.1.20)

Lo adenosina kinasa cataliza la fosforilaeidn de adenosina ¢

AMP de acuerdo & la slguleate reaceldni

Adenosina  + NTP w——————- > AMP  + NDP

donde, NTP= Nucleftido trifosfato.

‘Es una enzima ampliamente distribuida. Se descubrid
primeramente e¢n levaduras y en telidos de mamiferos y ha sido
parcialmente purificada de esas fuentes.

Algunas preparaciones parcialmente purificadas de l? enzima
de fuente animal tienen un pH Gptimo de 5, perc la mayoria de
las preparaciones mis puras muestran un pll dptimo mayor en el

rungo de 6=7, (28),

La enzimz requicre un catidn divalente, usualmente MgZ+ o
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Mn2t y hay evidencian de que el maghesio se puede unir a la

euzima (28).

La adenosing kinasa parece tener un  peso molecwlar bajo, en
el rangoe de 25,000 a 40,000 Daltones y es una cadena
polipeptfdica simple. Tilene una especificidad medianamente
alta para los nucledsidos trifosfato. Ademds del ATP y del
dATY, pueden servir comu Jdonadores de fosfato el TP, ITP,
dGTP y UTP. La enzima es mis restrictiva en cuanto al
austrato de nucledsido; puede tosforilar a puanosina e
inosina  pero  muy pobremente y no  fosforila a plrimidino-

desoxirribonuclensidos. (28)

Hajo condlclones basales, Ia wmayoer parte de la adenosina es
refosforilada. Esto preserva la base pirica y permite una
relacidn controlada del flujo de adenesina a  inosina. Sin
embargo, en asituacién de estrés, es5 mids ventajose para la
célula permitir la degradacidn de adenosina a inesina de tal
manera que ol ATP no e use para la refosforilacidn de la
adenosina v que la concentracidn de ATP y AMP de la c&lula se

mantengan.

A bajas concentraciones, 1n mayor parte Jde lua adenosina es
- refosforilada, pero a mayores concentraciepes, una  gran

proparvclon es desaminadn. (21)

2.5.4 ADENOSINA DEAMINASA.
( E.C. 2.5.4.4)

La adenoxina deaminasa es.una enzima de la via de degradacidn
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de la adenosina que cataliza la hidrélisis de &sta a inosina
y amonfaco (29).

Eatd presente en una gran nimcro de tejldos de mwmamiferos,
con mayor actividad en l1a mucosa intestinal. La enzima estd
predominantemente localizada en la fraceidn citosdlica de
estas células. Niveles elevados de esta enzima se pueden

detectar en pacientes que sufren cirrosis (29).

La deficiencia de adenosina deaminasa se asocia con severas

anormalidades de la inmunidad (29).

La mayor parce de la {nformacidn acercn de 1la estructura
quimica de la enzima estdi referida a 1la enzima provenicnte de
dugdeno de ternera indicande que se trata de una cadena
polipeptidica simple de peso molecular aproximado de 31,000~
35,000 D. No se requiere de cofactores disociablea para 1la
catdlisis, ya que se ha dializado extensivamente esta enzima
o se ha adicionado EDTA, sin pérdida significativa de Iz

actividad enzimitica.

En el higade, donde se conoce que la mayorIa de las enzimas
catab&licas se  incrementan con la edad, el nivel de
adenosina deaminasa no muestra ninguna variacidn a diferencis
de éstas (30). Hay considerables cvidencias de gue tanto la
hidrélisis -de AMP como la fosforilacidn de adenosina
ocurren simultﬁncﬁmcnte (21), 1o cual'es un ruquerimiento
necesario para su interconversidn.

‘Arch y Newsholme indican que para comprender el significado

de este ciclo es importante apreciar que-la kinasa tiene una
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baja Km para adenosina, mientran que la de la deaminasa es
aproximadamente 50 veces miés alta. En realidad, 1la Km para la
kinasa es mis baja que la concentracidn total de adenosina en
el tejido, bajoe condiciones basales, pero, vya que la
concentracifn intracelular es de alguna manera mis baja que
la concentracién extracelular, la Km de la kinasa vy la
concentracidn 1intracelular son probablemente similares. ULeor
consiguiente, 1la kinasa puede alcanzar la saturacidn con
sugtrato, atn bajo condiciones basales, micntras que la
coneentracién de adevnosina es inferier que la Km de la
deaminasa. Cuando la coneentracién de )a aqenosinn se
incrementa, (por ejempio, por un aumento en la acrividad de
la 5'-nucleotidasa), 1a actividad de 1la kinasa se
iacrementard muy poco (ver figura 5). Consecuentemente, casi
toda la adenosina producida adicionalmente, serd metabolizada
por la adenosina deaminasa. Sin embargo, la dnica razén por
la que podria incrementarse la actividad de 1la adenosina
deaminasa bajo estas condiciones es el aumento en 1la
concentraclén de adenosina. El incremente en la concentracidn
de ADO debe ser mucho mis grande que e¢i incremente en 3la
proporcidn ‘de la produccidn de ADO, como lo muestra el

sencillo edlculo siguilente:

10 (15)

.

e \ (5
A ADOD —— 3> INO
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Las clfras Indicadas fuera de los par&ntesis, representan el
flujo de residuos a través de reacclones en situsecidn basal.
Loa valores dentro de los paréntesis representan el flujo
_después de que 1la actividad de 1la nucleotidasa se ha
incrementado en un 50%. Ya que la adenosina casl satura 1la
kinasa, 80% del flujo incrementade es metabolizado wvia 1a
deaminasa. La dnlea manera por la cual la deaminasa puede
incrementar su actividad de 1 a 5 veces, es por un incremento
de por lo menos 5 vecesg en li concentracidn de ADO. De este
modo, el cambic en 1la actividad de 1la nucleotidasa es
anplificado y hay un gran cambio en la concentracidn de ADOC.
De hecho, la amplificacién puede ser considerablewmente wis
grande que 1a mostrada en el esquema, ya que 1la adenosina
kinasa de algunas especies es Inhibida por concentraciones
de ADO que son sflo ligeramente mnyores gue la Km.,  Entonces,
cuando €l flujo a través de la 5'-nucleotidasa se incrementa,
el flujo a través de la adenosina kinasa puede

disminuirse (21).

2:5.3 FANTINA OXIDASA.
( E.C. 1,2.3.2)

Hace mias de 70 ainos se reconocld la existencla de wuna
‘enzima que gncnliza la oxidacldn dc hipoxantina y xantina ‘o
ficido {irico en tejidos de mamIferan. Unn segunda oxidasa que
Cataiiza 1a oxidacidn de diferentes aldehfdos, fué aislada
ﬁos:ericrmente por Schardinger. En estudios subsecuentes se

demostrd <que las dos enzimas eran idénticas. El1 nombre de
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Xantina Oxidasa se escogld porque entre varios sustratos, la
velocidad de oxidacidn de xantina y de hipoxantinma a &cido

firico es la m3s raplda y el valor de Km es el mis bajo.

La mayorfa de los datos para la xantina oxidasa se derivaron
del aislamiento de la enzima de la leche de vaca. La X.0. es
una flavoprotefna couwpleja que contiene un FADT y dos
centros de Fzérro-Azufre del tipo de la ferredoxina en cada
una de 2 subunidades que son independientes. Se han
reportado bajas especificidades para ambos: el sustrato y el
aceptor de electrones. Se han descrito mis de 100 diferentes
compuestns como gustrates, por ejemplo, purinas, que  gon
hidroxiladas y aldehidos que son oxidados a los

correspondientes dcidos carbdunicos (31).

Ademiz del oxigeno molecular, se pueden enplear otros
aceptores de electrones, por ejemplo, colorantes como el azul

de metileno, 2,6-diclorofenol, indofenol, etc..

En los mamfferos, 1a X.0. estd ampliamente distribuida: se
puede detectar en el citosol de células de higado, riiién,
e¢élulas mucosas de jejuno, etec. En glandula mamaria y leche,

la X.0. estd unida a los microsomas y partfculas  similares

{31).

La = xantina oxidasa es una proteina conjugada cuye grupo
prostético esta  formado por molibdeno y filerre en un
.porcen;aje aproximado de 0.4X. ’ .

Es - una oxidasa dependiente de flavina (FAD-flavin-adenin-
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dinucledtido).

Se ha reportado que la mayor parte de la actividad de 1a
X.0. de sobrenadante de higado de rata aparece como una
deshidrogenasa NAD'—dependfente (1lamada tipo D); d&sto en
condiciones de minima manipulacién técmica, lo cual sugiere
que &sta es la forma existente fisloldgicamente. La enzima es
convertida a uca oxidasa (tipo 0) por una gran variedad de
tratamientos del sobrenadante, como 1o son el almacenamienta
a -20°C, tratamiento con enzimas proteolIticas, prelucubacién
antes del ensayo con fracclones subcelulares particuladas o
condiciones anaerdbicas, tratamiento con digolventes
orginicos o con carbdn. $élo los cambios ‘ohservados bajo
preincubacién en coodjciones anaeroblas se pueden revertir

incubando 2 37°C en aire.

Con 1la X.0. de sobrenadante de higade humano, se han
obgervado cambios similares, mientras que en otros Orgunos de
rata examinadoa, la actividad de a enzima aparecio

enteramente como una oxidasa.
Cataliza las ulpuicntes reaccloneys
FORMA B

Xantina + Hz0 + NADY ———3%  Hec. dirfco + NADN + gV

FORMA O:

Xantina 4 Hy0 + 2 0p —~~—~> Fc, drico + 2 Oz~ + 24"

El 13n . superbxido que se forma durante la reaceidn de 1la
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forma 0, es convertido a perdxido de hidrogeno por accion de

la enzima superdxido dismutasa {32).

Eatas dos actividades e han interpretado que son debldas a
las dos formas interconvertibles de In X.0.. Los mecanismos a
travéa de lps cuales se considera la posible conversidn de la
xankina deshidrogenaga en la xautina ‘oxidasa se puede
restringir a dog tipos, protedlisis, que es irreversible y
modificacidén{es) a los grupns ticl (reversible), por lo que
se  ha observado que el ditfotreitol (protector de grupos

sulfhidrile) previene y revierte esta conversidn. (33)

La forma fisfoldgica (D} de la enzima es inhibida por NADH
el cual es un producto de la reaccidn, en una proporcidn del
50% de dnhibfcidn algunos segundos después de fniclada la
reaccién, sugliriendo que este sistema puede ser parte del
mantenimiento del equilibrio entre las vias de la biosiIntesis

de IMP {de novo y salvamento).(34)

La conversidn de la X.0. de tipo D en tipe O puede ser
posible también en tejldus isquémicos (''in vive"). Por lo que
se plensa que tienc {mportancia patefisioldgica en el caso de
nécrOSis tisulares por ifsquemin, debido a la prAducciEn de

radicales libres.

‘La primera fuente de produccidn de superSxido en tejidos
reoxigenados. parcce aér la X.0., liberada durante la isquemia
cuya transformacidn  parece ser debida a un . atague

proteclicico mediado por calcio hacia la deshidrogenasa. Los
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tejidos reperfundldos han slde proteglidos por una gron
variedad de modelos de laboraterio  por medio de
"secucstradores" de radicales superSxido o radicales -OH o

por alopurinol u otros inhibidores de 1a X.0. (35).

El interds e¢n esta enzlma on el caso de aste trabajo es
debide principalmente a lo que se ha reportado acerca de una
hiperuricemia fnducida por etanol (36); como se ha comentado
anterlormente, el consump  de ctanol se ha asociad6
tradicionalmente a la liiperuricenia b4 en pcrsonas
sugceptibles, a artritis gotosa aguda. Experimentalmente, en
personas aleohGlicas, se ha visto que hay una produceidn
elevada de &cido drico, Asimismo, en paclentes sanos que han
sido sometidos & dosis de alceohol, aumenta el nivel
plasnitico de¢ dcido drico.(36)

También se ba sugerldo que una hipoxia relativa puede estar
involuecrada en la patogénesis del dafio hepdtico inducildo por
etanol, ya que el tratamiento con  etanal produce un
incremento en la relacidn del consgumo de oxigenc hepitico en
rebanadas e higado perfundido.(37)

Sin. embargo, estudics recientes en el Alcohol Rescarch
Center, indican que no existe una hipoxia directamente en el
higado como resultado de la intoxicacién alcohdlica, sino que
lo que se modifica es la capacidad del higade para consumir
el oxfgeno que le estd siendo proporcionido adecuadamente por

la sangre. (Rolando Herndnder M. Trabzjo no puhlicado).

En modelos experimentales, el dafio hepftico inducido por



hipoxia se aumenta por el etanol, debido a que la X.0. es
convertida a su forma O por la hipoxias, dando lugar a iones
de radicales libres. El acetaldehido producide por el
wmetabolismo del etanol puede a su vez Ser oxidade por dicha
enzima aumentando la cantidad de especies reactivas y por lo
tanto incrementar el dafio hepitico. Al tratar con alopurinol,

Inhibidor de la X.0., se revierten todos los efectos (37).

Se sabe que la sobreproduccién de dcido firico puede dar
lugar a la enfermedad 1llamada gota, donde la elevada
concentracidin de deldo fGirico provoca que @Este precipite y
cristalice en la orina formando ciliculos renales y lesionando
al rifién. Fn los telidos cartilaginosos pueden formarse

también depdsitos de dcido drico, provocando fuertes dolores.

Alpunos antecedentes interesantes acerca dJde la accidn de la
adenosina sobre el aumento en los pardmetros energétices
(niveles de AMP, ADP Y ATP), nos indican que bajo diversos
tratamientos el tiempo de accidén de la adenosina varfa; con
ratas intactas se observa el efecto de aumento de pardmecros
energéricos hasta los 30 minutos (38, 40); en ratas tratadas
con etancl, fote dura hasta 2 libras (12,13) y con tracamiento
basado en tetracloruro de carbono, ¢l tiempo de accidn es de
4 horas, (13).

Lo anterior sugiriere que el metabolismo de la adenosina es
mids lento en los dos filtimos casos, por lo que se trata de
investigar en este trabajo sl la actividad de las enzimas que
metabolizan & 1la adenosina estdn wodificadas bajo el

tratamiento de intoxicacidn aguda y crénica con etanol, va
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que estas enzlmas serfan las responsables de que el tiempo de
acclén de la adenosina gse encuentre retardado bajo loa
tratarnichtos mencionades anterilormente y pudieran aclarar la

hiperuricemia postetandlica.

Ademds, ce  debe mencionar que en  estudios de ritmos
circiddicos, la concentracidn de adenosina varIa segiin la hora
del dia o de la neche como resprestas & la actividad de las
enzimas que la metabolizan {(20), lo que nos gufa de tal
manera de estudiar dichas enzimzs para conocer el

comportamiento de la adenosina.

En base a todo lo anteriormente expuesto, sz llegd a
plantear este estudio que estd enfocado hacla el andlisis del
efacto del etanol en el metabolismoe de la adenosina,
comparado con animales Integros (condiciones fisioldgicas},
midiendo directamente la actividad de algunas de las enzimas
que participan en dicho metabolismo:

~ 5'=nucleotidasun

- adenosina kinasa

- adcnosina deaminasa

~ S-aderosil-homocisteina hidrolasa y

- xantina oxidasu.

Se escogleron esatas enzimas ya que se han considerado como
las representativas de cada una de las 3 etapas del
metabolismo de la adenogina y de este modo determinar el
nivel en el cual se pudlera estar afectando este metabolismo

"con la intoxicacidn con etanol.

37



d.

Matesiales

B
- Mefodes |




3. MATERIALES Y METODOS

3.1 HOPELDO EXPERIMENTAL

A) MODELO AGURO.-

Se utilizaron ratas macho raza Wistar pesando 150-200g y

puestas en ayuno de 18 a 20 horas antes del experimento.

In grupo de ratps recibid una dosis de etanol de 5 g/kg de
peso, ent soluclén salina isotdnica al 63X (v/v) por medio
de una sonda gdstrica y al grupo de animales control, se
les administrd una carga de glecosa isocalérica con el

etancl por la misma via.

El tratamienteo 1nquiuto era de dos tipos:

a) Solucidn salina isotdnica ( 0.85% ), por via
Intraperitoneal (im:/100g de péso)

b) Solucidn de adenosina (200mg/kg de peso), ctambién por

via intraperitoneal.

Los animales fueron saerificades después de dos
heoras de tratamiesto teniendo de e¢sta manera 4  grupos de -

experimentacidén principales:

1. Glucosa + Salina

1z, Giucosa + Adenosina

IlI. Etanol + Salina

lf. Etanol + Adenosina
Ademis se inclﬁyé otro grupo:

V. Ratas . Intactas. Las cuales no recibieron ningin tipb de
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tratamiento (ratas control).
B} MODELC CRONICO.-

Para este caso, se utllizaron ratas macho Wistar de 120 a
150 g de peso. Los animales fueron mantenidos en un régimen
de 12/12 h. de luz-~oscuridad. A &8stog se les admninistraba el
etanol en el apua del bebedero de la siguiente mancra:

~Solucidn de¢ etanol al 10% durante 10 dfas

-50l1. al 12X durante 10 dias

=501. al l4Z por 8 dias

=Sol, al 16% por 8 dias

-S5o0l. al 18% por 8 dias

-Sol. al 20X por 8 dlas

~Sol. al 22% por 8 dias

Este tratamiento se Ilevé a cabo manteniendo ta
alimentacidn normal de las ratas de acuerdo a lo
establecido en ¢l Biloterio, hasta completar un tratamiento de

aproximadamente 8 semanas.

Al término de dicho tratamiento las ratas se mantuvieron en
avuno de 18 a 20 W antes de cada experimento ¥y se les
administrd ya sea solucidn salina o solucidn de adenosina en

las wmismas condiciones ya mencionadas para el Modelo Agudo.

- Los animales control recibieron la miswa alimentacidn ¥y
agua a su gustu, en vez de etanol.
Lan  ratas asl intoxicadas oscilaban en un peso entre 300 y

400 ‘g cada una.
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Dc esta minera, s¢ tenfan otros cuatro Erupos:
V1. Agua + Salina
VIi. Agua + Adenogina
VIIIL. Etanol + Salina
IX. Etanol + Adenosina.
El grupo de ratas Intaccas (controles) es el mismo que

para el modelo agudo.

Después de las 2 h de tratamlento para cada modelo,
los animales fueron sacrificados por decapitacién y se les
extrajo el higado y la sangre ripidamente. E1 higado, para
lag derterminaciones enzimdticas objeto de este trabajo,
b4 se colecté la sangre para otros experimentes que no

serdn incluidos aqui.

El tiempo de tratamiente y las dosis empleadas en
la 'adminiscrncian de etanol. y adenosino son semejantes a lo

manejado anteriormente en el laboratorio. (12,15).

3.2 DETERMINACILONES ENZIMATICAS

3.2.1 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA  5'NUCLEOTIDASA Y

- ADENOSINA DEAMINASA.

Se wutilizé la técnica de Kisaki y Sakurada (41) para

la determinacidn de la actividad de estas dos enzimas.

.a} 5'Nucleotidasa.- Para ¢l caso de esta enzima, - cl
fundanento de 1a determinacién consiste en adicionar al medio

de . reaceidn una cantidad cenocida de AMP marcado (14C-8-AMP)
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de ‘tal manera de que la enzima del tejide lo convierta en
adenosina + inosina, que son productos finales radiactlvos
ficilmente separables por medio de electroforesis em papel y
conociendo la radiactividad obtenida en dichos productos, por
wedio del contador de centelleo, se puede caleular la

actividad de la 5'-nucleotidasa.

b) -"Adenosina Deaminasa,- La determinac¢idn de &sta, es muy
parecida a la anterior, con la diferencia de que el sustrato
en este caso cs adenosina marcada (IAC—B—Adenoaina) y el

praducto es Inosina radiactiva.

3.2.2. ACTIVIDAD DE ADENOSINA KINASA.
Para esta determinacifn se ha seguido el metodo de
Long y Kalkman (42), utilizande el mismo homopenado de tejide

que para las orras dos determinaciones.

Se fundamenta en llevar a cabo una reaccidn de conversidn de
adenosina wmarcada (lAC-B-adenosina) en AMP en un medio de
inenbacidn con 1a fuente de enzima y despuds de cierto
tiempo, separar el producte de la reaccidn por medio de
filtracidn en papel de celulosa DEAE y contando la
radiactividad presente de tal manera de correlacionarla con

la accividad de la enzima.

3.2.3 DETERMINACION ENZIHMATICA DE LA S~-ADEROSIL~
HOMOCISTEIRA HIDROLASA.
La determinacidn de esta enzima se hizo de acuerdo =

Sudrez M, 1987, (43).
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Fundamento: EL ensayo se basa en segulr el curso de la
reaccion de la enzima a 260 nm y calculando la

aatividad enzimitica a partir de la desaparicidn de sustrato.

Medlo de homogenizacién:
SacaToSdse.«v...0025mol/L
EDTA............0. lmmol/L, Tomando en cuenta % voliimenes

de medio de homogenizacidn por 1 de tejido.
Medio de Inctbacién:

HEPES...........25mnol/L
MgClo.e..,e.. .., 2mmol/L

Nal2P04eevnne.. 00 bmmal/L

Para este ensayo se utiliz& un espectrofotdmetro de doble
haz SLM=AMINCO modelo DW-2C y sc¢ trabajds a 1a  longirud de
onda de 260 nm como se menciond anteriormente,

Se utilizé un estdndar de S-Adenosil Homocisteina de
Sigma Chemical, Co. para relacionar la disminucién en 1la

pendiente de la cindtica de la reaccidén , con el estdndar.

En una celda de 3 ml se colocan:

2.5 ml de medio de incubacidn

0.4 pmmol/L de S-Adenosil HomocIsteina ( sustrato em comec.
final)

2 pl de adenosina deaminasa (suspensién de 2 mg prot/ml).

En aste caso, 1a enzima hidrolizara al

sustrato en homocisteIna + adenosina y se obgervard - la
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disminucidn en la absorcidn a 260 nm al ir reacclonando el
‘sustrato. La adenosina, producto de 1la hidralfsis. al
acumﬁlatse. inhibe a la enzima por producto, - per lo cual
al medio de reaceidn se le adiciona adenosina
deaminasa con el fiun de eliminarla de la reaccidn.

Las reacciones acopladas son las sigulentes:

: SAH-H
1. Adenosil-homocistefna —woce———= > ADO + homocigtelna

ADA
2, Adenosina -m=—-——---3 inosina
La reaccidn gse dinicla econ 40 Fl de homogenado ' (aprox.
800pg de protefna) y se registra con el graficador el curso

‘de desaparicifn de sustrato.

3.2.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DBE LA XANTINA
OXIDASA.—

Se han. descrito varios wmétodos para la cuantificacidn
de 1la acci;idad de 1z xantina oxidasa.

En general, los - sistemas de ensgyo que ~usan xantina
Eomo sustrato son mis comunes que &l qﬁe utiliza hipoxantina,
ya que este dltimo implica una oxidacifn en 2 pnsos;-primero
a xontina y luege a &cido firtco. Los métodos més comu‘ne’s

.
utilizan cl cambfo en abgerbenecian en 1a regidn de
ultravioleta a 265 & 270 nm, se puede calcular la
actividad de la enzima por desaparicidn de xantina en eée
caso o a 292 nm por aparicidn de Acido {irico. Otros métodos

espectrofotométricos miden 1a transferencia de electrones
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a colorantes que son capaces de desplazar al ox{geno <como
aceptor dc electrones.
Se puede medir el consuiwo ‘dae oxigeno, usando

técnicas manométricas o un electrodo sensible al oxIgeno.

La mayorfa de los métodos miAs gensibles usan Cl4~Xantina’
mareasda o hipoxantina como sustratp., La actfividad de la
Xancina Oxidasa se calcula entonces 'a partir de  la:

radiactividad del Ac. firico formada.

Para ' el : presente trabajo se hizo une modificacién al
métode de Stirpe y Della Corte {33, -44), que se basa en la
deteccion de la aparicidn de dc. fdrico a 292 am. Debido a
que el método seguido para esta determinacidn se desarrolld
como par’te_ dlel trabajo experi.m.enca; de 1la tesia, se
considerard su descripeidn dentro del capitulo de resultados.

’ .

3.3 OTROS ENSAYOS EXPERTFENTALES |

3.3.1 DETERMINACION DE PROTEINAS.

Ls determinncifn dc la concentracidn de proteinas en los
homogenados de tejido, s5e reallzd ségin el método de Biuret,
utilizando un estdndar de albimina sérica bovina de 2.5

mgfml (45).

3.3.2, EFECTO DEL ETANOL "IN VIVO'", EN SANGRE Y REBANADAS DE

HLGADQ, SOBRE LA DEGRADACION DE PURINAS.
Con el objeto de observar la influeneia del etanol en el
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metabolismo purfnico "in vivo'", se trataron 4 grupos de ratas
como se indicd para el modelo agudo de etancl y se afiadid un
grupo control de ratas sin tratamiento, Despuds de 2 horas de
tratamiento, se sacrificaron por decapitgcifn y se recolectd
la sangre en un frasco de pldstico con heparina y con el
higado ‘' se hicieron rebanadas de 26 micras de espesor
utilizando - la rebanadora de tejidos: Me '.[1wain Tissue
Chopper, se incubaron 500 mg de rebanadus en 5 mi de solucidn

de Krebs-Ringer—fosfato con la sigulente composicidn:

-Cloruro de sodio.......... 128.0mmol/L

~Cloruro de Calcio......... 1.4mmol/L
-Sulfato de Magnesio....... 1.4mmol/1,
-Cloruro de Potasio........ 5.2mmol/L

-Fosfato dibisico de sodio. 10, Ommol/L

A través de esta soluclén se hace pasar una mezcla de 0p/C02
(95Z - 5Z) durante 15 minutos y despuds se ajusta el pH a
7.4; la incubacidn se realiza a 37°C durante 30 minutos y

después se colocan las muestras en hielo.

En e} sobrenadante sc mide la coacentracidan de dcido drice
que liberaron las rebanadas y también se mi&c en el plasma de
cada muestra de sangre recolectada por medio del sigulente
método colorimétricé, basado en la reduceidn del  dc.
fosfotingatico por el dcido éirico, en medio alcalino a azul

de tungsteno. (Modificacién del método de Caraway, ref. 46).

Material bioldgico: Iml de plasma o de sobrenadante.
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Reactivoa: Ac. sulfiirfco 1.66 mol/L
Tungstato de sodio 10Z
j\c. Fosfotiingstico.
Carbonato de godio al 14%°

Parrén de dgido {dirico 1 mg/ml.

Reactivos de trabajo: Ac. Sulfiirico 0.166 mol/l

- patrdn de fc. Girico lmg/100mi.

Proccdimj:en:r);
Desproteinizacién de la muestra: medir 8ml de dc. sulfiirice -
0.083N, afiadir 1 ml de muestra y 1 ml de tungstate de sodio

al 10%, tiltrar. Hedlr en tubos de ensaye:

Blanco” Testigo Problema
Agua destliada...cceviecvnsnn 3ml — —
Patrdn de dc. drico lmg/dl.. —- 3ml —
muestra dcspfol:einizada. ceae — ——— 3ml
dc, fosfoltingsticO.ccarnecves pE- % 1lml 1ml
Carbonato de sodio al Mi . lml 4 ' iml Iml

Agitar vigorosamente cada uno de los tubos, dejar reposar 135
minutos a temperatura ambiente (21°C). Leer inmediatamente a

710 nm contra el blanco de reactivos.
Cilculos:

Abs. Problema

X 10 = mg de Gc. firico / 100 ml
Absg. Testigo :

Los reactivos para esta determinacidn fueron donados por el
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La.boratorio Central de Reactivos de la Secretarfa de Salud.
La concentracidn de #cido firico pars cada determinacién, se
relaciond al peso hiimedo de las rebanadas y al tiempo, para
expresar los resultados como :

mg dc. Grico/ g peso himedo/ hora.

3.3.3. EFECTO DE LA ADENOSINA "IN VITRO".

Otra wmetodolegfa empleada para medir el metabolismo de la
Adenosina  "in  vitro" fue dincubar con adenosina de
concentraciones finales 10-8 ¥ 10-5 molL/L, rebanadas de
higade de ratas dintactas (sin tratamiento) y de ratas
tratadag com etanol + solucidn salina (2 h) en solucién de

Krebs Ringer fosfato y medir 1la concentracién de &cido drico

de] mismo modo que el anterior para observar las varfaciones.

3.3.4. EFECTO DEL ETANOL ADICIONADO "IN VITRO".

De manera similar, para analizar el efecto del etanol sobre
el metabolismo purInico "in vitro", se mantuvieron en ayuno
ratas 9in tratamiento por 18-20 h. Se sacrificaron por
decapitacidn y el higado se cortd en rebanadas de 26 micras
de espesor en el Me Ilwain Tissue Chopper. Estas se colocaron

en medios de incubacidn que contenian:

a) 5 ml de Krebs-Ringer fosfato.
b) 5 ml de Krebs-Ringer foafato con 25 mmol/L de etanol.
¢) 5 ml de Krebs—Ringer fosfato con 25 mmol/L de etanol y

100 ymol/L de adenosina. (18}
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y se afadié otro ensayo:!

d) 5 ml de Krebs-Ringer fosfato con 25 mmol/L de etanol y
25 mmol/L de adenosina.

Se selecciond la concentracidn de adenosina de 100 U mol/L
debido a ¢que se conocia como la efectiva para modificar el
metabolisme del etanol "in vitro" (18). La otra concentracién

de 25 mmol/y fué epcogida de manera arbitraria.

Se escogileron estas concentracione; de adenesina debido a
experiencias anteriores en el laboratorio.

Se incubd con agitacidn moderada durante 2 h a 37°C.
Pasado ese tiempe, se colocd en hielo para detener la
incubacién ; se transfirid a tubos de éentrffuga'para separar
el sobrenadante, en el cual, se determind la concentracidn de
del drico espectrofotométricamente por el mé todo
anteriormente descrito; ¥y con las rebanadas, se hicieron los

homogenados correspondientes para la detérm;naciﬁn de AK, ADA

Y SAH-H.

El sistema de reaccidn a), correspondc a las condiciones
del animal control, en el caso b), sge conoce el efecto del
etanol y con las muestras c) y d), el efecto de la adenosina

sobre el etanol a 2 diferentes concentraciones.
1.—- 5'NUCLEOTIDASA.-
Para caleular la actividad de la &5'Nucleotridasa, se

toma en cuenta Jla radiactividad obtenida al f£inal de la
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reacecldn, tanto en Jloes preductos como en los reactivos .que
quedaron sin reacclonat, por separado. Asimismo, hay que
considerar 1la concentracidn de ATP {75 nmolas totales) que st
colocd en el medio de incubacidn para cada prueba y el clempo

de incubacidn de 5 min.

La actividad especifica de 1la 5'~Nucleotidasa, expresada
en nmolas de ATP hidrolizado / min / mg de proteina se

caleula asf:

75 nmol x (cpm Ado + cpm Ino)

nmol/min/mg prot
5 min x mg prot x {cpm ATP+InotAdotAde)

de _donde Ado= Adenosina
Ino= Inosina

ATP= Trifosfato de Adenosina
¥ Ade= Adenina.

2.~ ADENOSIKA DEAMINASA.-

En el casc de 1a Adencsina Deaminasa, se hace la
misma consideracidn, en cuanto a la radiactividad de
sustratos y producto, s&lo que la concentracidn de sustrato
es diferente: 15 nMdLns totales de Adenosina, con lo cual
se calcula la actividad especifica de la enzima utilizando la

siguiente [Ormula:

15 nmol x cpa Inosina

umol/min/mg de prot = - - -
' "5 min x mg prot x (cpa Ino+Ado)
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3.- ADENOSINA KINASA.~

En cada muestra para la determinacidén de Adenosina
Kinasa, se tiene un blanco y un total de radiactividad que
hay que tomar en cuenta para calcular la actividad de 1a

enzima, con estos datos se realiza la sigulente operacién:

cpm problema~cpm blanco

Radiactividad relativa =
cpm total

Rad. rel. x 4 nmol

nmol/min/mg de prot =
5 min x mg prot en la muektra

4.— S—ADENOSIL HOMOCISTEINA HIDROLASA

Para los cédlculos en el caso de la determinacidn enzimitica
de la SAHl-iH, se toma en cuenta la absorcién de 100 pmol de
SAH (estdndar) a 260 nm en el eapectrofotdmetro de doble haz.
En el momento del -ensayo, 8e registra grificamente la
variascién de absorbencia/min de la hidrélisls de SAH, debida
a la enzima y se relaciona con 1a del esatdndar, esto se
obtiene calculando la pendiente de la gridfica que resulta de
la reaccidn (velocidad de reaccidn) pata realizar el

siguiente cilculo:

Abs estlndar =—~——-=100 pmol
Abs./min problema C X

X = pwol de SAH hidrolizado/min
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Este valor relacionado con el contenido total de protelna
en el tejido utilizado, permite ' calcular la actividad
especifica expresada como:

pHol / min / mg de protelna.

Los -resultndoa se expresaron como el promedio + a1 errvor
estindar de al menos 4 experimentos. Para conocer el nidmeroc
exacto de repeticiones para cada ensayo o los datos
numéricos, 5S¢ pueden consultar las tablas que se anexan 2l

final de la tesis.

Las letras que gse encuentran sobre algunas de las barras de
cada grifica corresponden a la significancia estadistica, la
cual se ha calculado de acuerde al método de t de student,
comparandg cada dato de cada barra con su respectivo control.
En los casos don@e se han omitido las letras sobre las
barras, es donde no se encontrd significancia estadistica

para los valores de actividad enzimicica-
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4. RESULTADO3 "

Dentro de la parte experimental de este trabajo, se
cncuentra la determinacidn de las enzimas que metabolizan a
1a adenosina, de tal manera que la seccifn de resultados se
dividird en dos partes; primero la qut corresponde a 1la
actividad de 1las enzimas que metabolizan "a la adenosina
directamente: la 5°'-N, ADA, AK, ¥ SAH-H durante 1la

intoxicacién aguda y crénica con etanol en higado de rata;

postericormente, dentro de este mismo capIculo; 8e prcsentar5
la técnlea desarrollada pars la determinacisn de 1a Xantina

Oxidasy, otra enzima del metabolismo de la adenosina, que
" fué  la mds esrudiada dentro de este trabajo, junto con los

resultados obtenidos en la medicidn de la sctividad de dicha

enzimn en cada une .de los diferentes modelos experimentales.

4.1 ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS QUE METABOLIZAN A LA ADENOSINA
MODELO DE INTOXICACION AGUDA ¢ON ETANOL

. EXPERIMENTO "IN viIVO"

"1. Actividad de la 5'-nucleotidasa.-

En la FIGURA ! se puede apreclar, que la actividad de la 5'-
nucleotiénsa,' referida a wmg de proteina no Be modifica
significativamente con los diferentes tratamlentos,

comparativamente con las ratas intactas (sin tratamiento}.

2.~ Actividad de la Adenosina deaminasa.-
En el caso de la adenosina deaminasa, en la FIGURA 2 'se

observa solamente un aumento de 0.4 veces con glucosa+ADO,

52



pero no con e¢) etanol, nil con el tratamiento simultdneo de

etanol con‘adenosina.

3.~ Actividad de la Adenosina kinasa.-—

En la FIGURA 3 , se puede ver también la actividad de 1a
adenosina kinasa. Existen pequenas diferencias, no
gignificativas, en la respuesta al tratamlento con etanol,
sin embargo, hay cambilo en la tespuesta a la adenosina 'al
igual que Eun la adenosina deaminasaz de manera que se aumenta
la actlividad de 0.045 nmol/min/mg; a 0.074. Lo mismo sucede en

el caso del tratamiento con etanol wis adenosina.

4.~ Activigad de la S-adenosil-homocisteina hidrolasa.-

Con respeto a la SAH~H, en la FIGURA 4 se observa que exigte
un aumento en’ la actividad del 14% en el caso del
tratamiento con glucosa mis adenocsina, que no es
egtadi{sticamente sigunificativo debido al error estidndar. En
el caso de la respuesta al etanol, tampoco se hfecéa 12

respuestd de 1a actividad de la enzima, es decir, no tiene

efecto aprecilable.

51 se consldera que la 5'-nucleotidasa y 1la SAH-H,
constituyen las enzimas encargadas de 1la formacidon de
adenosina, se puede ver que el alcohol no conc;ibﬁye a
modificar la formacion de ésta en el modelo agudo "in vive",
y. con  respecto a 1as enzimas de wutilizacidn (Adcenosina
kinasa) y degradacion (Adenosina dcnminus&). tampoca se

afectan con los mismos tratamientos.
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4.2 ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS QUE METABOLIZAN A LA ADENOSINA.
MODELC CRONICO

EXPERIMENTO "IN VIVO™

Se renliraron las wmismas determinaciones enzimicicas para el
easp  del woielo agudo de intoxicacif: cen etanol, Este
mcedelo  experimental se encuentra explicado con detalle em el

capitulo de mareriales y mitodou.,

5.~ Actividad de la 5'-nucleotidasa.-

Observando Ja FIGURA 5, se pucde detictar que tampoco
existen cambios apreciables en la nctisidad de rerca  enzima
que es una de las encargadas de la formaciin de la adenosina,
ni en respuesta a la intoxicacidn con etanol, ni en el casc

de tratar a los animales con etanol mids adenoslna.

No se pueden referir los resultados de los 2 modelos, tanto
agudo como crdniceo, como comparables, se toman en <uenta por
separado, ya que en el scgundo modelo, las vatas utilizadas,
despuds del rroiamlento criinlco, tenfan mayor edad que las
del enso agude. Aqui es importante tomar en cuenta la ednd
de ias cataa, ja due pueden exlstir variaciones en los
valores normale.. de cada enzins debidas a 1a edad; adesds gue
los controles tnanto de solucidn aaliva como de adenosina, on

el caso de 11 intoxicacidn crdnica, ne Lovpjucran a la

flucosa admiristrada por intubacidén gistrica, sine  que
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dnicamente se les admiaistra intraperitonealmente la solucidn

salina o la’'adenosina.

6.~ Actividad de la Adenosina deaminasa.-

En la FIGURA 6 se presenta la actividad de esta enzima. En
ella se observa uns ligera disminucidn con el tratamiento de
agua -+ adencsina, de 4.06 a 3,26 nmol/min/mg de proteina,
siende que el tratamiento crénico con etanol + adenosina
evita esa disminucidn y al contrario, se incrementa un poco
por arriba del valor correspondiente para las ratas intactas
(4.86 nmol/min/mg). No hay respuesta significactiva para el

caso del etznol solamente.

7.~ Actividad de la Adenosina kinasa.-

Para la determinacifén de esta enzima, el anilisis de la
FIGURA 7 indica que el modelo crénico reflejan un  aumente
que es significativo para el c¢aso del ctanol (p(p.l). Este
aumento no es retornado a valozes narmaies por la adenosina.
Se observa también un aumento con agua + solucién salina, que
en el caso de agua + ADD, no 8eé presenta, Se puede pensar en
el estrds provocado por la inyeccidn de solucidén salina pero
la ADO también se inyecta , entonces se suglere Jue &sta

evita el estrés, 1o cual ha sido observado en el laboratorio

con anterioridad (datos no publicados).

8.~ Actividad de la S-adenosil~homocisteina i.idrolasa.-

Con respecto a la SAH-H, existe uvn aumento del 20% provocado
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por la accidn de ia adencsina. E£ste aumerto cs evitado por el
etanol. El etanol por si solo no tlene efecto apreciable.

(FLGURA B) .

En la actividad de 1ls adenosina deaminasa y adenosina kinasa
que son enzimas de degradacidn y utilizacién respectivamente,
se “empiczan i observar camblos ligevos que cu of  no pon
promovidos f)or (;l etannl, alno que se considera que podrian

debersne a la vaad de los animales.
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4.3, OPTIMIZACION EXPERIMENTAL DE iA DETERMINACION DE La

XANTINA OXIDASA

En este capftulo, se presenta la t@cnica que se desarrolld
como parte del trabajo experimental de esta tesls, para la
determinacién de la actividad de la Xantina Oxidasa .

La determinacidn de la Xantina Oxidasa implica una técnica
en la cual se pueda detectar la actividad tanto de la forma D
de la enzima (deshidrogenasa NADY dependiente),  como de 1a
forma O (oxidasa) que ge han mencionado anteriormente. E1
fcido lrico, producto de la reaccifn, es coniia para lacz dos
formas de la enzima; el NADH es un producto secundarfo de la
primera y el perixido de hidrégeno para la segunda. Con ello,
el fundamento del método consiste en detectar la actividad de
la forma O por medio de la formacibn de dcido drico a 292 nm,
la actividad de la forma D se conoce con la medicidn de icdido
drico a 292 nm degpués de haber adicionado WAD' al medio y
principalmente por la determinacidn del producto secundario:

NADH.,

a). Utilizacién de NADY.- Se realizaron ensayos con y sin
NADT respectivamente, ya guée la forma D de la enzima 16
utiiiza como coenzima . Se midid la fo?macién del producto
principal, dcide Grico, a 292 nm antes d¢ agregar el NADT ¥
después de adicionarleo al mediec de reaccidn (Figs. 9,10,12 vy
13) . La actividad de la forma D de la enzima, se calculd
valerando la formacidn de NADH a 340 nm (Figs. 1l y 14}).

Todas lag determinaciones se realizaron en un
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espectrofotdm tro  de doble haz SLM-AMINCO wodelo DW-2C  con

portaceldas con bano de temperatura controlada a 23°C.

®). Eliminacidn del NADH.- En algunos casos, e

antadid plruvato y lactato deshidrogenasa para regenerar
el NAD* dinmediatamente de que se forma el NADH, para
determinar Ja  actividad toral de la cn:zlma, ya que se ha
informado que ei NADH que se f{orma durante la rﬁuccién inhibe
parcialmente a la Xantina Oxidasa en pocos segundes (Della
Corte ¥ Stirpe, 1970 ) (47). ¥n el caso de las grdficas 9,10,
12 y 13, los dos {iltimos grupos de barras representan los
resultados de la actividad de la xantina oxidasa en donde se
ha eliminado el NADH al haber adicionado piruvato y. lactato
deshidrogenasa. En las figuras 1l y 14, sc  observa la
actividad . enzimitica de la forma D en presencia del mismo

sistema regenerador de NaDt.

c). Proteccidn con  Ditiotreitol (DIT).- La enzima se

slutetiza | bajos l& ferma de deshidrogenasa - si la
homogenizacién del tejido no se hace con cuidade , se
transforma en la enzima tipo O, como resultado de una
oxidacion de grupos sulfhidrilo o de  una protedlisis
parcial. Se tiene que homogeneizar a 4°C con amortiguadores
que contengan inhibidorus de prolueasss ¥ de la
oxidaciég de grupoes sulfhidrilo. Mc Ccrd; 1985, (35).
.Con. el fin de observar el efecto como proteztor de grupos

sulfhidrilo, 8¢ utilizé Ditiotreitol (D1IT), empleando
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comu contral  ensayos  sin DIT. Fn ¢l caso de hacer la
determinacidn con DIT, éste se adiciond 2l medlo de
homogenizacidn en una concentraciin final de 3 wmmol/L

Dichos resultados se localizan en ldas graficas 9 a la L4,

para ambos modelos de dntoxicacién con eranol.

El hfgado se homogenizd en Tris-HCL O.lmol/i. pH 8.1 en
hielo (4°C), de tal manera que se tuviera una relacidn de |
g de tcjdde en 5 ml de amortiguador. (Rowe ~ Wyngaarden,

1966), (48},

d)Pruchas  de optimizacifn del howegenado.- Pe acuerdo a lo

publicade por Rowe, el homogenado se tiene que tratar por
ultrasonido durante 2 min. centrifugar primero a baja
velocidac {3500 rpm) y luego a alta velocidad (43000 rpm).
Después de elle, ¢l sobrenadante se dialfiza y con ecilo, se
obticne la enzima parcialmente purificada, pero como éste no
era el fin de este zrabajo, se realizaron varias pruebcs con
¥ sin desintegracidn por ultrasenide, centrifugando sdloe a
alta velocidad (45000 rpm), sin dializar el sobrenadante v
con cilQ se obtuvieron resultados comparables a los obtenidos
con la enzima parcialmente purificada:

1 292 nm?

Sin DTT. Con el homopenado tratado con ultrasenido se
obtuvo una actividad de 1,1 veces la iactividad del homogenado
sin tratur.

fon PTT, Homogenado tratado con ultrasonido: 1.06 veces su

control.
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a4 340 nm:
Sin DTT. E1 liomogenado tratado con ultrasenids presentd una

actividad del 80 de la obtenida con el mismo homogenado sin

Con bIT. 1 ensave con ¢l homogenadoe trvatado con
ultrasonido, tuvo una actividad del 89% de la correspondiente

a4 su control.

a)Congelaclidn,~ Posterlormente s comprobhd el efecto de
la congelacidn del homogenndo sobre la actividad de la

enzima, con el firn de conecer la estabilidad y la posibilidad
de almacepnar las muestras congeladas hasta disponer de
material suficiente parn redlizar posteriormante la
determinacién simulténea de la enzima en cada una. Se
gncontrd que la congelacidn disminuye la actividad de la
enzima, por 1o cual 1la decerminacidn de data tiene que
vealizavse eh el mismo dia en que se obtiene la muestra:

Si se toma en cuenta la actlvidad enzimitica de la  xantina
oxidasa del dfa O como el 100%, &sta va disminuyendo en los

sigulentes dfas segln se indica:

D1A O DIA I . DIA 2
292 nm 1002 83% 73%
340 nm 100% 58% 257

(niimero de esxperimencos = 4)
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4G nm

f)Cantidad de enzima.— Se probd asimismo la cantidad dptima
de homogenado para el ensayo, registrondo grificamente los
cambios de absorcidn por unidad de tiempo , con difercntes
cantidades de homogenado, obteniénanse lineraridad ¥y
sensibilidad ¢n el método con 0.05 ml de homogenado. Las

grificas obtenidas son las siguientes:

Al
192 e

UL
025 By
01 m) Ut mi
Tlom0
1omin tiemgy }omn
g) _Determinacidn de la concentracién de sustrato .- Se

probarton también diferentes concentraciones de xancina, con y
sin adicién de DIT y Pir-LDH para poder determinar 1la
velocidad de la reacelén y comprobar que la velocidad inicial
deé la formacidn de dc. drico y NADH es proporcional a 1a
concentracidn de xantina utilizadz . Con ésto, obtener una
velocidad de reaceién ilneal, suficientemente observable,
medible y cuantiflcable. En ¢l ensayo sne utilizd una

concentracisn final de 60y mol/L . La pgréfica realizada. a

292 am e¢on diferentes cantidades de homogenado, se muestra a
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continuacidn:

Az .
HG pronl £
292 nm v

LU oL/l

: —— Facmpn
1omin

Algunas consideraciones importantes sobre la.técnica son las

siguientes:

Con el objero de valorar la actividad tanto de la forma O
como de la forma D de la enzima, &se midid la velocidad de la
reaccion y se determind la velocidad inici«l sin adiclenar
NADT, para la forma 0 ; despuds de observar una disminucidn
en  la velocidad de 1la reaccidn como resultade de . la
saturacién de Ja enzima con respecto a su sustrate, se le
adiciond NADT, para iniclar la reaccldn de la forma D de 1a
Xantina Oxidasa. La concentracidn de NADY fue- optimizada

también y se utildzd a 60 ymol/L de concentraeila f{inal,

Se observd asimismo que, utilizando xantina como sustrato,
la pendiente se incrementaba con la concentracion adicionada
de NADY.

Ocrn variable '~ del sistema fue eliminar el producto gque se
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acumula en la reaccidn (NADH), el cual inhibe a la xantina
oxidasa. Para cllo, se acopld un sistema dJde Piruvato-

Lactato Deshidrogenasa.

La secuencila de reacclones acolpadas es la sigulente:

X
xantina + NADH ~—mmee o > de. iirice + NADH

LDH
——w——-» lacrato + NADY

piruva;o 4+ NADH -~

Con ésto se observd que, efectivamente, las pendientes
‘(veloc;daa de reacclén) se incrementaban al eliminar el
NADH del medio, lo cual parece confirmar la accién
Inhibitoria del NADH sobre la enzima. Cuande se realiza el
ensayo a 340 nm, al agregar solamente NAD*, se observa
una pendiente de produccifn de NADH aifin sin agregar la
xantina, lo que Indica que hay una gran cantidad de
deshidrogenasas inespecificas en el medlo y sustratos
oxidables y por lo tante, hay formacidSn endGgena de NADH.
Para evitar &sto, se agregd el NADT no a manera de iniciar la
reaccion, wino desde el principio y luego la xantina para
comenzar la reaccidn y ver el cambio en la pendlente.
Con + @sta Iuv que se observa es que Ja pendlente es  de
dqsupﬁiicidn de NADH que se estd formando ¥y al mismo

tiempo ¢std uicendo consumido por el sistema piruvato-LDH,

Finalmente, se llegS a las condiciones de reaceidn

consideradas como Sptimas para la determinacidn de la xantina

63



oxidasa para el modelo experimental y se ‘mencionan a

continuacidn:
MEDICION DE PRODUCCION DE AC.URICC A 292 nm.

Despu&s de sacrificar sl animal, se extrae ripidamente el
higado y se homogeniza con amortiguador Tris-HC1
Orlmollb pH 8.1 en proporciém (1l g :5 ml) (tejido:lifquido).

La muestr; au.cen:rifugn a 45,000 rpm durante 45 minutes ¥y

se obtiene el sobrenadante que es la fuente de enzima.

Para el ensayo se prepara lo siguiente para cada pruebi:

Blanco Problema
Tris-HC1 lmol/L pHB.1 .,.¢... 0.3 ml 0.3 ml
Homogenndo.eeiossrsanncacransca 0.05 ml 0.05 ml
ABUO. . .oviviiianesanvvasinasse 2,65 ml 2.5% ml
se inicia la reaceidn con
Xantina 6 mmol/L.vecsvorsvaare 0.02 m}

y se lee en el espectrofotdmetro a 292 nm, despuds  se
. adiciona:
NAD* 6 wmol/L.u.ierennensn. eee 0.03 ml

y s8e sigue la lectura sobre el misme trazo anterior

correspondiente a la xantina.

Con este ensayo se determind la actividad de la forma O
de la enzima, tanto con un: homogenado con DIT come &in DTT,
en una concentracién final de 3 mmol/L. . Para medir -la

actividad de 1la forma D de la enzima despudés de haber
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reaccionade * toda la forma .0 , s8e :diciond el NaDt y 1a

grifica que se obtuvo con este ensayo es la sigulente:

Abs,

Y +

2 E 292 NAD

o,
FORMA D

Xantina
FORMA O
1 min

El medio de reaccidn ‘del sistema acoplado Pir~LDH contiene lo

aigulente:

Blanco Problema
Tris-HCl lmol/L pH 8.1 <¢av.. 0.3 ml 0.3 ml
Homagenudi).......‘.. ......... 0.05 ml 0.05 ml
Piruvato de sodic 3 mmol/L... 0.5 ml - 0.5 ml
LDH (10 mx prot/mi)..veecss.., 0,001ml 0.,001ml
Agl'a"...,-;.-..........-......'2.15 ml 2.09 ml
xantina 6mmol/L =D eieaninans 0.03 ml
NAD® 6 mmol/L =, .uiveeneinn 0.03 ml

Aqui también se inicia la reaceidn con xantina y despuéz_a de

.un tiempo {aproximadamente . 3~5 min), al observar una
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0.005

deplecidn en la grifica, se adiclona ¢l RADY. Tate sistena

se probd tambifn com y sin DIT.

MEDICION DE NADH A 340 nm.
La determinac:dn a 340 nm, exclusiva para la -forma D de
la =zxantina oxidasa, se realizd con el giguiente medlo de

reaccidn:

Blanco Problema
Tris-HCl lmol/L pH 8.1 ....,. 0.3 m1 6-3 ml
Piruvato de Na 3 mmol/L...... 0.5 ml 0.5 ml
LDH (10 mg prot‘.‘/ml).....-.... 0.00L ml 0.001 ml
NADY 6 mmol/L........ 0.03 ml 0.03 ml
Homogenado. s rvesrersranreracs 0.05 ml 0.05 ml
ApUl. s iereinsvesrssarssentsaes 2.12 ml 2.09 m1
se inicia la reaccidn con:
Xantina 6 mmol/L ..... P 0.03 ml

Obteniéndose de este modo upa grifica come la que se

muestra a continuacidn:

Abs, E340 nm

I ' <~ Xantina

1. min

Lo anterior indica que se estd produciendo NADH y  G&ste
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v;cﬁ rlendn cpnsumido por el sistema Pir-LDH, de ahf que ia

pendiente sea descendiente.

Al igual que en los casos anteriores, este experimento se

realizd con v sin DTT.

Para el cdlculo de la actividad de la enzimn, &e toma - en
cuenta el incremento o decremento de la absorcidn a 292 nm y
340 nm respectivamente. Se traza una tangente que representa
la pendientc, en el inicio de la curva que indica el curso de
la veloecidad inicial de la rveaccifn.

Se han’:omado en cuenta los cceficiencés de extineidn molar
del. dcido Gricd a 292 nm y del NADH a 340 nm en celdas de 1

[

cm de paso de luz y volumen de 1 ml, que corresponden a los

siguientes valores:

Coef. de extinecion molar para el dcide udrico (292 nm):

£ 592~ 12.15 cu?/ rol

Coef. de extineidn molar para el NADH (340 nm):

£:34o= 6.2 cm?/ Mol , Bergmeyer,1965.(11)

Con ello, dracuerdo a la Ley de Lambert y Beer tenemos que:
DA
[T T ——
€x d
donde ,£N\= cambio en la absoreién
€ = coeficiente de extincidn molar (cmzlﬂol)
c= concentracidn de la sustancia

d= paso de Iuz de la celda (em)
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para calecular la actividad catalitica, .
A A xV
o R ———
E ®x d xat
donde z= actividad catalitica,
At intervalo de tiempo utilizado para las
determinaciones {} min),
V=, volumen total del ensayo (3 ml).

De esta manera se obtiene la actividad enzimitica expresada
como yumol/min. Se expresaron 1los resultados como nmol/min
por ser tan pequeia la cantidad de producto formado.

Tomande en cuenta la concentracidn de proteinas en el
homogenado de tejido que se utilizd para el ensayo, Sse
abtiene la actividad especffica:

nMol / min / mg de protelna

De ‘acuerdo a lo establecido anteriormente como la tdcnica
definida de determinacion enzimdtica de la xantina oxidasa,
se presentan a continuacién los reaultados obtenidos .de
dichas determinaciones bajo loa dos modelos de

exﬁcrimencaciﬁn: agudo y crdnico.
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4.4 RESULTADOS DV LA DETERMINACION DE 13 XAVTINA OXIFASA

4.4.1, ACTIVIDAD DE LA XANTINA OXIDASA. DETERMINACION DE
FORMACION DE ACIDO URICO A 292 nnm.

MODELO DE INTOXICACION AGUDA CON ETANOL. "IN VIVO"™.

Se realizaron varios ensayos de tal manerz de valorar
tanto la a&actividad de la forma O como de la forma D de 1la

enzima.

- ENSAYD SIN DTT.

En la FIGURA ¢ se considera la determinncién de la actividad
de 1a enzima en ausencia de ditiotreitol, pretector  de
grupos sulfhidrilo, tanto para la Eorma‘ 0 de la enzima como
para la forma D.

Con el ctratamiento de glucosa + solucldn salina, hay un
incremento del doble en la actividad con respecto al eontrol.
ElL etanocl la aumenta de 4.94 a 11.0 amol/mit/mg de protefna y
el tratamiento de etanol + ADO es incapaz de retornarlo a
niveles normales, en general, se observa un aumento de

accividad enzimdtica para tedos los casos.

En ¢l caso de wdiclonarle NAD+, parad detectar la farma D de
la enzima, se encuentra que existe un aumento de aectividad
por 1la accidn de la adenoslina en relacién al control, es
decir, tantc en el caso de glucosa-adenosina como de etanol
adenosina, la actividad de la xantina oxidasa en su forma D,

aumenta significativamente. Yor otro lado. no hay respuesta

69



1= RATA INTACTA

2- GLUCOSA = SALINA

3~ GLUCOSA - ADENOSINA
4~ ETANQL - SALINA

5- ETANOL -~ ADENOSINA
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FIG.9 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA XANTINA OXIDASA.
MODELO AGUDO. ENSAYO SIN DTT.
FORMACION DE AC. URICO a292nm.
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de la enzima con respecto al etanol.

- ENSAYOQ SIN DTT + PIRUVATO/LACTATO DESHIDROGENASA (P-L)

La miswma FIGURA 9 muestra ustnvensayo, en los dos idltimos
pgrupos de barras, en donde se ha adicionadu al medio vel
gsistema de piruvato + lactato deshidropgenasa, con el objeto
de eliminar el NADH del medio, que como se ha descrite
anteriormente, se consideva inhibidor de la enzima.

En ¢l caso de la actividad enzlmdtica para la rata intacta,
ge observa que hay un  aumento del 30%Z en 1la actividad de Ia
enzima en comparacidn con el caso en el cusal ne se ha
eliminade el NADH del medio, Con glucosa + salina se
incrementa en un 40% con respecto al contral tal vez por la
glucqﬂu. Para el dato correspondiente a la barra 3. (glucosa +
adeneosing), existe un Incremento del 50X con respecto al
control, " lo cual es signifieativo, IPara el casg de el
tratamliento con etanol + salina, no se detectd difercencia
significariva con tvespecto a su control, sin embargo, . en
donde se adwminiscrd ademosina a las ratas incvoxicadas con
etanol, se  ewcontraron valores ;imilarcs a los de glucesa +
adenasing,

Clld’l\d(: se adlclona NAD+, Jos rusultados son  wsimllares ol
cas0 anterier, no se promuave

la activacidn de 1a forma It

- poy gulbtar el NADH de medio.

DA la impresidn de gue los diversos tratamientos promuevan

la eliminacion de NADH por un sistema diferente al usado ¥ no
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se aprecia la diferencin con los casos en los que no sc tenfa

el sistema Pir~LDH.

~ ENSAYD CON DTT.

Este «c¢nsayo s¢ realizd con el objeto de verificar ¢l efecto
protector del DTT sobre la enzima al evitar la oxidacidn de’
los grupos -SH. La FIGURA 10 indica que ;efectlvamentu. en el
caso de 1la rata Intacrtn, se observa un  aumento de la
actividad enzimidtica primero comparada von la fig.9 en donde
no se adiciond DTT, Lluego, comparando 1os demids grupos
experimentales, en donde se observa que uumenta la accividad
en  todos, pero mids en el caso de ctanol + salina  (aumenta
50%), el cual e5 disminuido por la aceldn de la  adenosina

{ctanol+ADO) .

Cuando se adiciona NADY, todos los prupos se comportan de la
misma manera, es decir, no hay diferencios ni con ol de¢ las

ratas intactas.

- ENSAYO CON DTT + Pir-LDH.

En este caso ipualmenta, se adicioné_ﬂ] aisrenn elimdnadur
de NADH, y al parecer, son “pratc:cioﬁes" aditivas dei
sistema juntu con el DTT, ya que para el caso de las ratas
intacras se obtiene el miximo valor de actividad enzimitica
en promedio (8.3 nmol/min/mg de pratelnaj, Se apreéian
incrementos de actividad significativos (p{.02) para el caso
de atanal + ADO, con respecte a la de ratas intsctas, sin

embargo, 0o se ven los increémentos en la actividad tam altos
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_FIG. 10 FORMACION DE AC. URICO A 292 nm POR LA

XANTINA OXIDASA. MODELO - AGUDO Dé INTOXICACION
ENSAYO GON DTT. ‘
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como para ¢l cazo de SIN DTT + Pir/LDH. (FIGURA 9 Y 10).

En este mismo ensayo, al adicionar NAD?, se observan
aumentadosg togos los cases -en que se incluyd algdn

tratamiento.

Se observe que la actividad enzimdtica en las barras a las
que s8e les ha adicionado NAD* eg menor con respecto a los
primeros grupos de barras que representan a la forma O, vya
que al no haber adiclonado al medio algﬁp inhibidor del ciclo
NADY-NADH, una parte de la forma D de la enzima pundo haber
reaccionado il mismo tiempo que la forma O, debido al NAD*
enddgenc de la muestra, por lo que fué mds representative
medir dicha forma D por medio de la determinacidn de su

producto secundario: NADH.

4.4.2  DETERMINACION DE NADH A 340nm. MODELO AGUDO
"IN © VIVO',

Dentro de estc mismo modele agudo "™in vivo", se realizé 1la
@eterminaciﬁn de NADH a 340 nm, el cual es uno de 1ios
productos de la reaccidn de Ja enzima en su modalidad de
deshidrogenasa. Se hizo &sto con el fiﬁ de valorar mejor
esta forma D de la enzima ya que el producto principal, dc.
Grfco, es  comiin para los dos tipos de cuelhmn, tanto tn forma

0 como la forma .

En esta determinacifn, se incluyen asimismo ansayos sin DTT
¥y con DIT como se ha descrito en la seccion del método para

la determinacidn de la Xantina ¢xidasa.



~ ENSAYC SIN DTT.

En la FIGURA 1l se observa que existe un 1ncrement6 en la
formacidn de NADH en el caso del tratamiento con glucosa +
salina (p<0.05); en el caso de glucosa + ADO deercce a
valores mnormales (9.96 nmol/min/mg), 1o gue indica que el
aumento es debido a una respuestn a la glucosa. En el casgo
del etanol, no hay variaciones significntivaﬁ con respecto al
grupo control; la adenosina + etunol disminuyen la actividad
comparandoe con el grupo de etanol selo, de 12.56 a 10.18

nmol/min/mg de prot.

- ENSAYO CON DTT.

En este caso, no se observan valores de actividad mis altos
que los obtenidos sin adicionar DIT, es decir, para la forma
D, no  se observa el efecto protéctor del ditlotreitol, sin
embarge, se observa que no existe la respuesta a la giucosa y
con respecta al etanol, no existe incremento significacivo

de la nchividad de deshidrogenasa, (FLGUXA 11) : .

MODELO DE INTOXLCACION CRONICA CON ETANOL

Como se ha descrito en el capftulo de materiales y métrodos,
se estudiarun los mismos grupos eXperimentales que para el
modelo agudo cen el caso.de los grupos con etanol; la
diferencla fué el tipo de tratamiento de Iintoxicacidn, en
donde "¢l etranol fué administrado durante 8 semanas en el

bebederc. Los  controles para este caso, fueren ratas sin
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FIG.11 FORMACION DE NADH a 340nm.

XANTINA OXIDASA. MODELO AGUDO.

DE  INTOXICACION
# p<0.05



tratamiento y ratas sin tratamiento inyectadas con solucidn

salina o adenosina por viIa intraperitoneal.

4.4.3. DETERMINACION DBE AG. URICO A 292 nm.

MODELO CRONICO ™IN vivo"

-~ ENSAYD SIN DTT.

Es de importancia mencionar que el valor de &aide {rico

para 1las rsatas intactas (controles) de cada ensayo, es o1

mismo que para el modele agudo.

La FIGURA 12 pmuestra la acrividid de la xaptina oxidass bajo
los diferentes tratamientos en el ceso. donde no esSti presente

el DTT. No se aprectan .difercencias eantre los grupos

experimentales entre s¥ (sin romar en cuenta al control}; ul

en presencia de etansl, ni en presencia de adenosina. Se

observa que al {gual que en el modelo agudo, la actividad

enzimdties de la xanting oxidasa de todos estos prupos escd
por arriba de 1la de las rvatas intactas.
En  general, se ven actividades menores que en el modele

agudo, alrededor de 7 a 8 umol/min/mp de ﬁrocuIna. Se .

observan las mismas tendencias de que la actividad de

cualguiera de los tratamientos es mayor que &l contyol, pero

no se ven diferencias entre si en los diferentes grupes. Los

valores de significancia estadistica gue e observan en las

grificas, -son .calculados a partir del valor de actividad

enzimirica de cada grupo comparado con el del control.
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SIN. DTT + NAD'.~ En este ensayo, se observan aumentos en la
actividad -de los casos: agua + solucifn salfna { de 2.0 a
3.38 nmol/min/mg) y agua + ADO (de 2.0 a 2.92) sin ecmbargo,

en el grupo de etanol + ADO, el dincremento se abate.

=ENSAYO SIN DIT + Pir-LDH.

Cuando se adiciona Pir-LDH, se consume todo el NADH endégeno
del medio y el producido por la enzima, impidiendo asi 1la
inhibicién parcial de @sta. Esto se observa para el grupo
control, en el cual se incrementa su actividad. En los demas
grupos , lo {inleo que se obscrva significativo es un asumento
de 1la actividad de la enzima para el grupo tratado dnicamente
con adenosiua (p<0.1). No se  observan respuestas

significativas al tratamlento con etanol. (FIGURA 12).

En la misma figura, 1a adiciédn de N‘AD"' al grupo tratado con
Pir-LDH, parece indicar que el NADH formado es utilizado por
el sistema Pir-LDH sin que se observe un claro Ilacremento
comparétivamente con el grupo al caal s6lo se adiciond NADF.
Sﬁlof :;e_aprecia un incremento en la actividad de la enzima
por. el tratamiento con agua + sulucién salina (p 0.025),

peto no con dgua + ADO

~ENSAYQ CON DTT.~
En este casc, se observa en la FIGURA 13, gque la actividad
de cualquiera de los tratamientos no¢ es mayor que  la  que

correasponde - 4 la rata intacta por el efecto protector . del
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DTT ; 1a actividad enzimitica del control es similar a la de
los otros grupos. Lo que se puede observar cpn estos datos,
es que el ctanol no influye sobre la actividad 'de la ‘enzima,
as! como tampoco lo hace en el tratamiento conjunto con
adenosina. Sin embargo, se observa una diferencia entre los
grupos 2 y 3, ya que, la adenosina aumenta ligeramente la
actividad de Ia enzima comparada con el grupo de agua-salina

(p<0.05).

Cuando se  adiciona NADY , no se apreclan diferenclas
significativas en cuanto a la actividad enzimitica de la
xantina oxidasa con respecto a los diferentes tratamientos

1
con etanol o adenosina.

.~ENSAYU CON DTT*+ Pir-LDH. . )

En .1a misma‘FIGURA 13 , se observa uni disminucifn en la
actividad de la oxidasa como reaultndo‘del tratamiente con
solucidn salina (p{0.1). E1 tratamiento con adenosina - abate
esta. disminucidn y en el caso de 1;5 trnfnmientos con
etanol, no se observan wmodificaciones de la actividad

enzimicica .

Al adicionar NADY, no hay varlacibnes en el tratamients con
aleahol o conm  adenorina, sin embargo, se observa un
" incremento ligero pero significative en el grupv tratado sélo
con. solucidn salina (p{0.1), 'comparade con el control y‘con

el grupo de agua + adenosina,
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4.4.4 DETERMINACION DE NADH. MODELO CRONICO

"IN vIvo"

Se observd 1la actividad de la forma D en un modo mis
diracto con esta determinacidn a 340 nm.  Se hicleron ensayos

sin y con DTT, del miamo modo que para el modelo agudo.

.~ENSAYO SIN DTT.-

En este pfimer caso, en la FIGURA 14 se muestra un ligero
aumento uignisicativo (p<0.t), en la formacldn de NADH como
reflejo .del' tratamlento de Intoxicacifn crénica con- etanol,

que es disminuido con el tratamiento adicional con adenosina,

~ENSAYO CON DIT.-

En el caso de utilizar DIT como protector, se observa ei
mismo erfecto del etanol, pero en mayor magnitud con réspec;o
51 chntrol, ya que la significancia eg mayor (p<0.01). La
"adenosina también di sminuye este incremento
del etanol significarivamente (p{0.05)}, pero no hasta el

nivel del control.
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4,5 EFECTO DEL ETANOL "IN VIVD" EN SANGRE Y REBANADAS DE

HIGADO SOBRE LA DEGRADACION DE PURINAS.

Se tratarcon ratas del mismo modo que para el wmodelo agudo.
Después de sacrificarlas, se cortaron rebanadas de higado y
ge incubaron con solucidn de Krebs-Ringer, se recolectd 1la
sangre de cada animal y se mldld tanto el acide f(rieo de
plasma como del sobrenadante del medic de incubacidén de las
rebanadas. Para mds detalles, ver el capitulo de materiales y

métodos.

La concentracidn de Acido Grico se considerd come um

reflejo de la actividad de la xantina oxidasa.

La TABLA 1 muestra estos resultados, que indican que en
sangret:’

-La concentracidn de fc. drico disminuye en el caso del
tratamiento agudo con etapdl y aumenta después del
tratamiento con adenosina. !

~La adenosina evita la disminucidn provocada por el etamol.

En el caso del dc. Grico liberado al medio por las rebanadas
de higade, se obgerva que hay un ligero dincremento con
respecto al caso control, y en el ensayo donde. estdn
pr@sentes tanto etanol como adcnbsina. el valor obtenido se

encuentra por debajo del control.
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AC. URICO EN AC. URICO EN

GRUPO SANGRE SOBRENADANTE' DE REBANADAS
(mg/d1) (mg/g/h)

CONTROL 1.83 £ 0.24 0.97 * 0.03
(6) - (4

Gluc+SSI 1.72 £ 0.23 1.02 ¥ o.08
a) I

Gluc+ADO 2.13 ¥ o0.21 1.02 ¥ o.02
&) 4

EtOH+SSI 1.67 X 0,33+ 1.09 T 0,10%%

. T (5 : (%)

ELOH+ADO 2.30 ¥ 0.27 0.86 ¥ 0.03

) ¢

TABLA 1. MEDICION HE AC. URICO EN SANGRE Y REBANADAS DE HIGADO DE
ANTMALES ~TRATADQL. Las rebanadas de hipgado ' fueron incubadas 30
min. en Krebs-Ringev, El dc. urico se determind por el método del
dc. fosfot@ingstico. Los resultados se expresan como el promedio k4
error estindar. Los valores entre paréntesils indican el ndmero de
determinaciones. s

* p<0.005 comparado cou el grupo centrol

*% p{0.1 comparado con el grupo control

4.6 ADICION DE ADENOSINA "in vitro"

Como se menciona en el capitulu Je materiales y métodos, se
hicieron ademis rebanadas de higado de animales sin
tratamlento y de animales tratados con etanol + solucién
salina. Al medio de incubacidn se le adiciond adenosina a dos
: concentraciones: 10_ mol/L y 10_ mol/L. En la TABLA 2 se
observa que no hay ninglin cambio en la liberacidn de &cido

Grico al medio de incubacidn por las rebanadas con ninguna de

las dos concentraciones de adenosina, comparando lus} %ue ‘%‘BF
g 't EEia 1%

pSTA TESS W1 FBE
" SHIR PE th wwsldlEBA




tienen eganol. con las que sI lo tienen, lo <cual puede
reflejur que la formacidn de dec. drico no estd medlada por
etanol, en estas condiciones experimentales. El flujo de
dcido {irico aumenta con la adicidn di adenosina debido a que

es un sustrato purinico.

TRATAMIENTO AC. URICO LIBERADO
(mg/g/h)
RATA INTACTA 0.97 ¥ 0.03
© T+ ADO i0-5m01/L 1.23 T o.16
I+ AD0 10 mol/L 1.10 T 0017
EtOH + SSI 1.09 ¥ o.10
ECOH+5S1+AD0 10 mol/L 1.21 Y o.08
EtOH+SSI+ADO 10 mol/1, 1.22 Y o.19

TABLA 2. EFECTO DEL ETANOL EN FEL FLUJO CATABOLICO DE LA
ADENOSINA, MEDIDO COMO ACIDO URICO. Los resultados se expresan

como el premedioc ¥ error estdndar de 4 determinaciones.

I= ratas sin tratamiento

AbO= adenosina

EtOH= etanol

8SI= solucién salina isoctdnica

4.7 EFECTO DEL. ETANOL ADICIONADO "IN VITROY

Se . prepararon rebanadas de higado de animales incuactes las

cuales se incubaron bajo diferentes condiciones:

I. Con solucfdn de Krebs—Ringer.
IT. Krebs-Ringer + etanol 25 mmol/L
III, Krebs-Ringer + etanol 25 mmol/L + Adenosina 100umol/L

IV. Krabs-~Ringer -+ ctanol 25 mmol/L + Adenosina 25 mmol/L
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El sobrenadante se uti1lizd para determinar la concentracidn
de Acido {irico y las rebanadas se homogenelzaron para hacer

las determinaciones enzimiticas de AK, ADA Y SAH-H.

4.7.1. Actividad de la adenosina kinasa bajo este
tratamiento.~
La FIGURA 15 indica la actividad de la adenosina kinasa bajo
‘lna cundicioﬁes sefialadas; en general, el etanol adicionado
"in vitro", no modiflica significativamente 1la actividad de
ia- enzima, ' sin embargo, las concentraclones altas de
adenosina ( columna IV, 25 mmol/L), en presencia de ecaﬁol,
provecan uny disminucidn del 60% en la accividad de 1a

enzima,

4.7.2. Actividad de la adenosina deaminasa.=
Para el caso de la adenosina deaminasa, el resultado de la
adicidn de etanol, que se representa en la columna II de. la
FIGURA 16, nos Iindica que exlste unma ligera activacidn . del
. 208 en la actividad de lea enzima; diche valor no es
significatdvo estadisticamente. La activacidn es wds
evidenté en el caso Je adiciomarle adenesina 10Qdmol/L
(columna IIX), aumenta 52 %, sin embarge, la adcnoéiﬁa' a
concentraciones mayores (25 mmol/L, columma IV), provoca que.
la enzima reyrese a valores que corresponden a los  de lﬁs-
rebanadas  sin ninguna adicién. "(3.68 nmol/min/mg de

proteina).
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4.7.3. Actividad de la S-Adenosil-Homocilsteina-Hidrolasa.—
La actividad enzimitica de la SAH-H, bajo la adicidn de
etanol "in wvitro" , disminuye considerablemente (p€23.025) y
en cl momento de que s¢ hace la determiunciﬁn con etanol mds
adenogina lO();nno]/l.. se revlerte esta dleminucidn retornando
la actividad a niveles normales (149.1 pnol/min/mg de
protefna). Cuande se hace el ensayo con ecanol + ADO 25
mmol/l., se observa una dismlnucidn mucho mds aparente en 1la
actividad de.la enzima, probablemente porque se¢ trata de una

inhibicién por producto final. FLGURA 17.

4.7.4. Determinacidn de dcido drice.-—

La concentracién de &cido drico del sobrenadante de las
rebanadas de higado, se ha considerade como un reflejo de la
actividad de 1la xantina oxldasa. Analizando la FIdURA 18, se
puede concluir que el etanol adicionado “in vitro" promueve
la activacidn de la enzima de forma sorpreﬂdente: de un valor
de 0.146 mg/g/h en el caso de no tenexr'etanvl ¢l medio de
incubacién, se eleva hasta 0.4}1 mg/g/h de 3c. Grico formade
cuando eguil presente etanol en ol - medio, Con = una
concencraciﬁn de adenosina de 100ymol/L ademdis dei ecanol,
no se . observan camblos con respecto al tratamiento con el
etanol solo, 1la concentraclén de dc. f{rico se mantiene en
niveles elevados y cuando se adiclond adenosina 25 mmol/L
ademis del alcohol, se promueve el retorno de la actividad de
la - enzima o valores que se pueden con:lderar similares al
control (0.159.mg/g/h); es ducir; se cvicﬁ el aumento en la

actividad de la enzima promovido por el ctamol.
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5. DISGUSION

En este trabajo se estudiavron enzimas de la via metabSlica

de la adenosina, debido a que hay sugerenclas preliminares
de trabajo de puestro loboratovio gque indican que el efecto
de ‘la &denoninn sobre log parfmetros energétiecos se praleonga
un  presencia de atanol hasta 2 horas, en tanto que an
ausencia del. hepatotdxico se monifiesta el mismo efecto a los
30 minuveos, (12,15). Lo anterior hacia suponer que el
metabolisme  de le adenosins se retarda en presencia del
etanol.

En la figura 18 se puede apreciar que la presencia del
etanol, scelera cl metabolismo de la adenosina al encontrarse

" valores de dcido fivico mds elevados que en ausencia de éste.

Otres antecedentes vrelaclonados con ¢l metabolisme de  las
purinas y del etanol indican que existe una hiperuricemia
inducida par ¢l alcohol, lo cual Indica que o1 metabolisme
purinico ;e encgentra alterado a manera de que exlste una
degradacidn acelerada de purinas (38). Ente antecedente s¥

coincide con lo enconcrado en este trabajo, (FIG 18).

Dentro d; los experimentos "in vive" se planearon dos
madelos ,de Futoxicacidn con ctancl: apudo y crdaico , para
conocer los efectos que pudiera estor cassando el etamol a
corte y largo plazo. Dichos modelcs s N0 son  estrictamente
‘comparables, ya que un €actor importante agqui fue la e&nd de

~las vratas utilizndas) gque al término del wmodele crdunice

" fueron de mayor peso que las fue se utilizaron para el modelo
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agudo. Este hecho que no refleja en si, modificaciones en las
actividades enzimdticas debidas al etanol, sino un ligero
degplazamiento de Jlos valgres normales, por ejemplo, en
ausencia de utanpl para enzimas como la ADA (fig.6), la AK
(fig.7) y eon la X0, en donde les valeores en general son

menores en el casc crénice que en el agudo.

5.L. Discusidn de resultados, modelo "in vive",

Algunos de los cambios observadous durante los ensayos son
los siguientes:

Para- las figuras 2 y 3, el aumento en las actividades
enzimiticas de la adenosina kinasa y adcnosina deaminasa,
pueden ser interpretadas como una Induccidn por sustrato.

Esto no es observado en presencia del etanol, sugirlendo que
posiblemente el flujo de la adenosina es mds vdpildo ¥y evita

que se acumule el exceso de sustrato.

En la figura 6, sucede 1o contrario para el case de la ADA,
en el modelo crénice. En presencia do ;dqnosinu hay una
ligera disminucidn de la aceividad, la cual es evitadaz con el
‘etanol; sin embargo, e€sto no se puede comparar con el caso
anterior, debida a que en primer lugar, :o hay presencia de
glucosa oral como para el modelo agudo y en scgundo lugar
por la diferencia de edades en las ratas. La vespuesta  de
‘inducéian de las actilvidades enzimdticas por sustrato, se v&

disminuida por elccto de la edad, lo qa¢ e:r revertids por la

presencia del etanol.
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Se observaron casos donde hubo modificaciones en las
actividades enzlmdticas debidas a la glucosa. En reczlidad, no
gse sabe la causa de este efecto, se ha visto que es un
control inadecuado. porque a las concentraciones utilizadas,
puede inducir respuestas bioquimicas que- en clerta forma son
negativas para la célula. Inhibe los procesos de
fosforilacién oxidativa, 1la desacopla y elle rvepercute a

todos los nlveles , inclusive a nivel enzimitico.

En general, el modelo "in vive" , no pone claramente de
manifiesto algin tipo de cambio ¢ efecto directo del etanol

sobre las enzimas analizadasg,

Les estudios realizados con la xantina oxidasa, sugieren
fuertemente que esta enzima es la veguladora de la via de
degradacidn, .ya que puede existir en una y otra forma como
oxidasa y como deshidrogenasa, pudiendo ser @&ste un
punto critico en la aceidn del ectanol y/o is adenosina.

La dificultad que se observa en la determinacidn de estas
dos modalidades enzimiticas de la xantina oxidasa, es que
para ambas el producto final de la reaccidn es el mismo,
dcido Grico. Por &sto, f{ué necesario optimizar el métoedo de

valoracidn de iLa enzima, tomando en cuanta varios factores:

a). Utilizacidn de NADT.-
Al realizar el ensayo sin NAD+. se pudo detectar la forma O
de la enzima (oxidasa) por medio de la medicién del Acido

irico formado @ 292 nm, Al adicionarle NADY, al mismo ecnsaye,
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se detectd un aunento de la velocidad de reaccién de esta

formacidn de dcido firico.

Los cambios observados tanto en ¢l modelo agudo como en el
crénico, son mig evidentes sobre la forma O de la enzima que
sobre la deshidrogenasa. Esto se puede apreciar en las
figuras 9, 10, 12 y 13; la actividad como oxidasa se vé
incrementada por cualquicra de¢ los tratamientos, como se ha
mencionado en el caplitulo de resultados, no hablendo efecto
per etanel ni por adenosina "per se', sino que es wuna

.
respuesta al tratamiento en las ratas, lo cual e8 observado
con respecto i las ratas intactas., Cuando se valord la
actividad de‘.deshidrogenasa, tampaco liubo camblos en relacifn
al tratamiento con respecto a los contreoles, sin embargo,
para la i1nrtoxicacidn crénica, se observa ya un auwmento
significativo para el tratamiento con etanol + solucidn

salina, que era lo esperado. (fig. 11 y 14).

b). Inhibicidn del NADH.-

Una observacidén dmportante es el hecho que al eliminar el
producto de la reaccidn de la deshidrogenasa, el NADH, en
presencia de piruvato y lactato deshidrogenasa., se estimula
la actividad de la oxidasa , 1a cual no ecc  productory de
NADH, Sin cmbargo,. dicha estimulacidn pudiera indfecar la
prescencla de NADH enddgeno en la mucstra y que ello entuvieri
produlcndo 1a Inbibletdn de Ja forsa O de  ia cnzlma. La
deshidrogenasa no se ve afectada por la acumulacidn de 1la
coenzima cuando se valora su actividad determinando el Jcido

drico que produce. Par. otro ladv, en  la redeyidn .
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correspondiente a la deshidrogennsn, midiendo su actividad
por medio del NADH formado, ¢l sistema utilizador de NADH se
adiciond desde el principie, lo cual sf protege de 1a
inhibicidn de la enzima, ya que, si se detecta su actividad
en ausencla de este sistema, se observa que et menor (datos
no presentados). Todo &stu, sugleré que el HADH, canto
intracelular, cowmo el producido por la deshidrogenasa, inhibe

a las dos formas de la xantina oxidasa.

H \
c). Proteccidn por DTT.-—

En nuestros estudios se midid la actividad de la enzima en
ausencia y presencia de Ditiotreitol, que es una sustancia
pratectora de grupos -S5H. En términos generales, se puede
obscrvar(que 1.0 hay un cambilo muy mgrcado en el estado de 1la
enzima. La ausencla o presencia dv DTIT no afecta la actividad
de la enzima cuantificada come oxidisa o eomo deshidrogenasa,
en contrappﬂiciﬁn con lo reportacdeo en la literatura, en que
el DIT estabiliza la actividad de 1la deshidrogenasa, sin
embarge, baje nuestras condiciones experimentalnrs, no-se pudo
comprobar esta acciln protectora.

I Cumbaru;do linicamente los grupos controles , se observa que
cuando se elimina el NADH del meddio en'prcscncia de DTT, ya
no existe 1la diferencia tan marcada de la actividad _como
cuands no hay DTT, 1o cual suglere una interaccidén entre el

efecto inhibidor del NADH «con los grupos -SH de la enzima.

En el caso de la figura 11, cuando el cnsayo de la actividad

de deshidrogenasa se valora en presincila de DTT, desaparece
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la capacidad de respuesta incrementada en la actividad
de:ectadul en {\mre.sencm de glucesa y etanol, lo que pudiera
sugerir que ¢l efecto puede estar relacienado con cnmbios en
los grupos igH de la enzima. Los cambros sun discretos. En
camblo, en el modelo erénico, tanto en ausencia como en
presencia de DTT, el etancl tiene un glectu importante cn el

incremento de la actividad de la deshidruogenasa.

Comparando los resultados nbccnido:j para cada  eazima  de
cada grupo de experimentacidn, tanto agudo cumo crdnilce, e
puede decir que en general, no se encontraren rodificaciones
aipnificativas en las enzimas, ni de praduceidn de adenosinn,
come 1lo son la 5'-nucleotlidasa y la SAH-H, ni en la de
utilizacidn (Adenosina kinasa), sin embargo, la xantina
oxidasa, que os una enzimn de degradacién, presenta un ligero
incremento de actividad sobre todo para la forma de
deshidrogenas., siendo que para la adenosing deaminasa, que
tambl&n eos cnzlwa de degradacidn, na ge presents alteraclan
'alguna.

Esto ne indica que pstrictamente ne hayan alternciones, sino
unc noe hay un efecto del etanol sobre las actividades
enzimiticas an las condiciones experimencales utrilizadas,
excepto -para la xantina oxidasa. Pafacu que es  una  enzima
clave que regula el catabolismo ‘de ia adenosina y leos
Tesultades sugieren que se afecta de ;nanera activante por el
‘e!:anol.

Posiblemente, esta enzima s ve afectada por el proplo

1a cantidad de

metabolismo del etanol que Sumer
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equivalentes reductores (NADIl) en ei citvsol del hepatocito.
Esto pudria estar provocando la foterconversidon de ta X0 de
su forma D (fisiolégica) a 1la forma O, gencradora de
radicalas libres y perdxido de hidrdgeno perjudicisles para
la eélula (37), ademds de 12 sobreproduccidn de dcido {rico
(36), que se ha mencionado. Lo nngerior es valido para el
modelo de intoxicacidn aguda, va que en la 1ntoxicacidn
crénica, 'la participacidn de la deshidrogenasa alcohdlica y
ia consecuente clevacldén de NAD"; se ve dlsminuida
connlderablenente o liny que concldorvar aalmliome, gue f~| linty
generadn pnr  il:x X0, puede ner utiliado  por. la  eatolasa

durante el metabolismo del etanol,

5.2, Efecto "in vivo" de log diferentes tratamigntos sebre

la f{ormacifin_ de dcido frico en el plasma vy rebanadas de

higado .

En 1la tabla 1 del capftulo de resultados, se muestra la
concentracidn de deldo firico en la sangre de los auimales con
o #in intoxicacddn 2zuda e cltanul » y del ac. udrico que
liberan al medio de incubacidn, las rebanadas de higado de
dichos animales. Fste sc hize con el objeto de conocer de
manera dindirecta la actividad de 1o XO productora de dicho
dg. drico,

No obstante de que el dcido firico ne es el preducto final
del catabolismo d; purinas en la rata, se observd que el
etanol por sf solo no modifica de gran manera la produccidn

de Hcido drico.
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En la tabla 56le se observa una ligera tendencia de aumento
en el casc de {un rebanadas. En el caso de la sangre, se ve
que existe una disminucidn en la concent;aciﬁn de de. dGrleo
comparado con el grupc control, situacidn que no refleja 1lo
ocurrido en el higade; d&ste se debe prubaﬁlemence a que el
dcido drico no es el producto final de la degradacldn de 1las
purinas en la rata, sino la alanteina y come tal se libera a
la circulacifn. Otra posible situacién es que en el caso de
sobreproduceidn de Acido Grico y su liheracidn a la sanpre, .
se estuvlera manifestande un aumento en 1la Eilt;nciéﬂ
glomerular de és?c de tal manera de mantener el nivel adn mids
bajo que el control y de ese modo., conseguir la homeostasis.
Son resultades dificiles de interpretar débido a que toda la
capacidad de mantenimiento de ccndiciones‘flsiulsgicas del
animal estd presente , sin embargo, se da un indicio de que

se estd formando mids dc. drico.

5.3. Adicidn_de etanol “in vitre'

Estos experimentos se hicieron con el objeto de detectar ol
dano del etanol adicienado "iIn vitro" en uwia  concentracldn
considerada como la existente en cilrculacidén bajo una

!1nc?xicac16n alcohdlica (aproximadamente, 25 mnol /L) .
Asimisme, se probd el efecto de la adenosinn adicionada al
mismo medio de incubacldn con el etanol.

Para ‘el cu;o de 1a adenosina kinasa, en la figura 15, el
etanol  no tiene un efecto aparente sobre la actividad de 1la

enzimas s8lo- en presencia . .de concentraciones altas de
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adenosina se detecta tna disminucidn de actividad, tal vez
debido a la gran cantldad de adenosina presente, ya que la Km
para esta enzlima es del rango micromolar y puede ser que se
esté saturando demasiado la enzima y ello se manifieste como
una 4inhibicién. Ademds, se ha veportado, que a bajas
concentraciones, la mayor parte de 1la adenosina .13
refosforilada, pero a altas concentraciones, es desaminada
{21)., En este punto, se puede correlacionar lo encontrado
anteriormente e¢n el laboratorio, respecto al retardo de la
manifestacidn del efecto de la adenosina sobre los
parfmetros energéticos en presencia del etanol, ya que no hay
uttlizacidn de la adenosina para la produccidn de
nucledtidos.

Cuando se analizan los resultados correspondientes a 15
adenosina deaminasa, en la figura 16, se obscrva que el
etanol promueve una ligera activacidn de la enzima, lo cual
indica que ya desde este primer pase de degradacidn, el
etanol .estd provocando un  increaente en el flujo del
catabolismo de 1la adenosina, y cuando €sta se encuentra
presente  a roncentraclones bajas (100umol/L), se hace mnis
evidente c¢sta activacidn de ia enzima, pero cuando la
adencsina estd en concentraciones mayores (25mmel/L), los
valores se regresan a los normales.

Para el caso de la actividad enzimitica de la SAH-H bajo la
adicidn "in vitro' de etanol, se observa una inhibicidén de
la enzima cuande estd presente el aleohol; es  deeir, bajo

esta situacidn, la formacidn de adenosina o partir de SAH,
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no es favorecida. Lo anterior puede ser debido a que el
metabolisme de la adenosina en 8l, se encuentre controlado
por las enzimas de degradacién, que se han visto favorecldas
con este tratamiento. Asimisno, an presencia de
etanol+adenosina, c¢ta disminucidn en la actividad reteorna a
niveles semejantes a los del contrel y a concentraciones
altas de adenosina + etanol, 1la enzima se inhibe por la gran
cantidad del producto de la reaccidn que rige.

En la figura 18, para el caso de la determinacidén de 1la
cantidad de dcido drico liberado por las rebanadas de higade
de animales intactos, el incremento observado en presencia de
etancl, confirma que sI existe una hiperuricemia provocada
pov é€ste en el higado, es decir, existe una activacidn de ia
X0, lo cual se midid indirectamente cou la concentracidn de
dcido dGrico. Se puede sugerir como ya sc¢ Indicd anteriormente
la elevacidn (le los equivalentes rcdycto;es promovida por cl
etanol y con ello, 1la interconversidn de La forma D a 1a
forma O de 1a X0 i al migmo riempo, la formacidn de HpOp por
la forma O <'lc la enzima que pudiera geyvir como cosustrato
para la catolasa al metabolizar el etanol, con el subsecuente
incremwento en la produccidn de dcide drico.

Cuande se adiciona nl mismo medio con .wtanel, adenosina a
bajas congcentraciones, no se observan cambios con respacto al
primero, sin embargo, cuando se encuentra en concentraciones
mayores, la concentracidn de fdcido firico regresa a valores
normales, as decir, la presencia de adenosina 2 alta
concentracidn, promueve una “normalizacidn’ de la actividad

de la enzima.
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\
Los experimentos "in vitro", demuestran claramente el efucto

del ctanol sohre el flujo de la vIa catabdlica.

Pe esta manerd, se hace evidente lo que en el modelo 'in
vivo" s6lo eia una sugerencia de incremonto de actividad de
la X0 en la produccifn de dcido Grico . Adicionando el etanol
"in vitro", a concentraciones reportadas como las encontradas
baje 1la linccxicaciﬁn dalcohdlica ¢n sangre, se vefleja de
mejor manera la sobreproduccidn de dcido {drico, 1lo cual
probablemente se vefa enmascarado en el nodelo "in vivoe" por
efectos de dilucidn de los homogenados o dircctamente en el
ensayo enzimiitico desarrollado para detectar la actividad de
la X0O. Estas determinaciones "im vitro" se hicieron midivndo
deido firico, como producto final del metabolismo de 1la
adenosina, pero el trabajo se continuard en el laboratorio de
tal manera de hacer el ensayo enzimitico de la X0 después de
realizar la ;nﬁcxicacian con eranol "in vitgo" en rebanadas
de higado o hep;tocitos aislados y asf conocer directamente

el efecto sobre la enzima.

Resumiendo:

En el «crabajo realizado, debido 2 las condiciones de
diluciﬁﬁ de los homogenados utilizados como fuente de enzima,
no fue claro el efecto del etanol, suéiriendo que €ste no
implica un camblo estructural en las e¢nzimas, sine un cambio
en los flujos catabGlicos que se hace mis evidente en los
experimentos ''in vitro". No obstante, se vid que la xantina

oxidasa, es und enzima clave en los efectos del ctanol y de
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1a adenosina. Considerando que los cambles de Ja forma D a la
0 de 1la enzima pueden estar mediados por grupus ~SH,
protedlisis y presencia de iones calcle , son factores
involucrados con el etanol y la adenosina, por Yo que se
suglere que los experimentos mis adecuados serdn las células
aisladas parn determinar cuiles son los efectores de los
cambios en la xantina oxidasa.

Se observd que sobre todo pars el modelo crénico existe un
aumento de In actividad de la deshidrogenasn de 1la enzima,
asimismo, 1la Qroduccién de dgido {irico pur las rebanadas de
higado en los experimentos "in vitro" se hizo evidente en la
presencia del.ecanol.

La udenosina kinasa fu@ la enzima que se inhibe por 1la
preseéncia del cvtanol y conceéntraciones elevadas de adenosina
considerindose .este hecho como el responsable de que los
parfmetros energiticos que nurmaimentt se. elevan por 1la
preseneia de 1la adencsina en 30 minutos, en presencia de
etanol se retarden hasta las 2 horas. .

Por otra parte; en presencia del téxico hay predominio de la
via catab&lica, siendo la X.0. la probable responsable. Esta
eﬁzima disminuye su actividad acelerada por causa del etanol
con adenosina y se recupera asi el equilibrio del metabolismo

de la adenosina.

Fn apoyo & nuestros resultados, recientemente se publicd un
articulo que menciona que administrando etamel en forma aguda
a ratas, »2  observa una conversién de la  Xantima

deshidrogenasa Thepdtica a ¥X,0. después de 12 horas de

94



tratamiento, y 1la administracidn conjunta con pirazola
(inhibidor . de la alcohol deshidrogenasa}, revierte este
cfecta, Ademds, en experimentos “in vitro", si se incuba el -
sobrenadante de higado con acetaldehido {(producte del
metabolismo del etanol) a 37°C, sucede lo mismo, es decir,
hay una conversidn de la forma D a la forma © de lao enzima,
de monera dosis dependiente . Esto indica que es necesaria la
biotransformacidn del etanol para due exista una

interconversifn de la deshidrogenasa a la oxidasa. (50)
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6.CONCLUSLONES

1. El etanol modifica el catabolismo de la adenosina.

2. De acuerdo con los experimentos "In vive'", el efecto
parece estar mediado por wun cambio en flujos y no por
. .

modificaciones estructurales de las enzimas. Los resultados

en xantina oxidasa sugleren un auminto en &4 actividad.

3. En el modele de intoxicacién crdnica, los efectos

diseretos de 1a adenosina desaparecen.

4. En el modelo erénice, se incrementa la actividad de 1la
forma D de la Xantina Oxidasa,

4. Los  experimentos "in vitro" tanto de adenosina  como  de
etanol, sugleren que son los mis indicados para estudiar el
mecanlsmo de estos dos efectores en el catabolismo de

purinas.

6. Nuestros resulcados apoyan informes de la literatura de
que  en  prescncia del etanol, sc observa un aumento cn el
catal“11smo de porinas (hiperuricemia) y que son medlados por
un  ausentco  on cla actividad de la xantina  oxldasa, lo e
posiblemente sea la cavsa de lag erisis de pota obscrvadas
durante la ingestidn de etanol en los pacientes que padecen
de  ucta enfermedad, resultade que 5 wis evidente en el

tratamiento cronleo en que se encontrd un aumento de la forma
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de deshidrogenasa de la enzima. Este efecto es posible
revercirlo por el tratamiento simultdneo de etanol y

adenosina.

7. El roctardo en el efecto de 1la adenosina sohre 1los
par&metros energéticos en presencia del etanol, pueden eécar
mediados por una inhibicidn de la adenosina kinasa, tal como
lo' sugleren nuestros resultados de los experimentos 'in

vitro".

<197



7

ibling}rafia




N BIBLIOGRAFTIA
1. LAHRENQE A. KAPLAN, QuImica Cifnica. Ed. Panamericana.

1984, Argentina. pp 701-720,

2. brill's Pharmacology in Medicine. J. DiPalma {ed.)

4th editdon. McGraw Hill. 1971. USA. pp 275-302.

3. ISSELBACHER, K.J. and GREENBERGER‘N.J. Metabolic effects

of alcohol on the liver. New Engl. J. of Med. 1964, 270: 351,

4, CHAN THOMAS C.K. & MORLEY S, SUTTER. Ethanol Consumption

and Pressure. Life Sci. 1983, 33:1865-1973.

5. Alcohel qnd the [Liver. M, FISHRR AND J. RANKIN (eds,).
Canadian Hepatlc Foundation. Plenum Press, N.Y., 1977, U.S.A.

fp. 31-43, 101-143,

6.  HERRERA, E. Bioqufmica, Ed. Interamericana, la. edicidn,

1986, Madrid, Espafa. pp 761-772.

7. HAULICA 1., Preliminary data on the possible hipnogenic

role of adenosine. J. of Neuroch. 1973, 21: 1619-1020.

8. FOX, TIRVING AND ' KELLEY, WILLIAM. The rele of adenosine
and 2'deoxiadenosine in mammalian cells, Ann. Rev. Block.

1978, 4/: 655-686.

9. ‘SUAREZ MUNGUIA J., VALLES, V.H., CHAGOYA DE &,V. iffeet
of adenosine on the serum levels of glucoss,  insulin and

glucagon in vivo. The Intern. J. of Bioch. 1987, 19:85-88.
10. BERNE,R, ROLL, 7T., RUBIO, R. Regulacoty'function of

98




adenosine., Martinus Nijhoff Publishers, 1983. U.S5.A.

11. HARRIS, R.A., et al. Adencsine produces a diminution of
triacilglyceroles in hepatic production of lipids. J. of

Biol. Chem. 1976, 10: 673-681.

12. HERNANDEZ MUROZ R., SANTAMARIA, A., GARCLA-SAINZ, J.A.,
PINA, E., AND 'CHAGOYA DE SiKCHEZ, V. On the mecanlsm of
ethanol- induced fatty 1liver and 1ts reversibility by

adenosine. Arch.. Blorh. Bioph. 1978, 190:15%~162,

13. HERNANDEZ MURGZ R., GLENDER, W., DfAz MUR0Z, M., GARCTA-
SEINZ, J.A. AND CHAGOYA DE SANCHEZ V. Effects of adenosine on
liver cell damage induced by carbon tetrachloride.

Bicch.Pharm. 1984, 33 (16): 2599-1604.

14. GARCIA-SAINZ A., HERNANDEZ MUROZ R., SANTAMARIA A., AND
CHAGOYA DE SaNCHTZ V. Mechanisms of the fatty liver induced
by cycloheximide and its reversibiliry by adenosine. Bioch.

Pharm. 1979, 28:; 1409-1413,

15. GARCTA-SATNZ 4., HERNANDEZ MUROZ, R., GLUNDER, W., PIRA,
E, AND CHAGOYA Ii' SaNCHEZ, V. Effects of Adcnosine on ethanol
induced modifications on liver metaholism . Bioech. Pharm.
1980, 29; 1709-1714. '

16, CHAGOYA DE S&NCHEZ V., ALVARE?Z P., JIMNEZ B.,
VILLALOBOS R., AND PIRA E.. Regulation of fatty :cid.
oxidation by adenosine at the level of its extramitochondriai

activayicn. Bioch. and Bioph. Res. Comm. 1977, 76: 804-8l2.

95



i7. CHACOYA DE  SANCHEZ V. AND PIRA E. Adenosine, a
Glucogenic and lipoginic compound. FEBS Letters. 1972, 19(4):

331-334.

[

18. HERNINDEZ-MUROZ, R. ,  DIAZ-MUROZ, M., CHAGOYA DE
SANCHEZ, V. "in vivo" and "in vitro" adenosine stimulacion of
achanel oxidation by hepatocytes,and the role of the malate-

aspartate shurtle. liioch.Bioph.Acta. 1987, 930: 254-263.

19. GONZELEZ RAZ0 P. Estudio sobre al mecanismou de induccldn
de gluconeagénesis y ureogénesls por adenosina " in  vivo'.

‘ TESIS de Licenciatura, 1987, Fac. (Quimica, UNAM.

20, CHAGOYA DE SaNCHEZ V. ,HERNANDEZ MUNOZ R., DIAZ MUROZ M.,
VILLALOBOS R., GLENDER W., VIDRIO S., SUAR:Z J. AND YaREZ L.
Circadian variacions of adenosine level in blood and liver
and its possiblé phyaiological signifi-ance. Life ¥ei. 1983,

33:1057~1064.

21.. ARCH, J.R.8 & NEWSHOLME, E.A. The control of the
meetaholisrm and the hormorual role of adenosine., Essays - dn
bivchemistry., Vol. U4, Campbell y Aldrige, (eds.), Academic

Press, 1978 N.Y., USA. pp-82-123.

22, ZEKRI, MUSTAPH!' . Purification of hevine liver cytosolic

5'«nucleotidase. Fur. J. Bioch. 1988, 172:393-99,

23. WIDNELL, Ch.C. and UNKELESS, J.¢.. Partial purification
of a lipoprotedn with 5'-nucleotidase activiiy from meabranes

of rat liver cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1968,

100



61:1050-1057.
24. Idem referencia 6, pp.703.

25. HOFFMAN D.R., MARION, D.W., CORNATZER W.E., AND DUIRRE
J.AL, " SAM & SAH Metabolism in isclated rat liver. J.' of

Biol, Chem. 1980, 255 (22):10822-10827.
[y

26. SCHRADFR J., SCHUTZ W.,AND BARDENHEUER H, Role of SAH-
Hidrulaseiin adenosine metabolism in mammalian heart. Bioch.

J. 1981, 196:65-70.

27. H. UELAND, MAGNE. Pharmacological and Biocheunical
Aspects of SAil and SAK-H. Pharmacol, Rev., 1982, 34(3):223-

253.

28. I. ANDERSON,E. HNucleoside and Nucleotide Kinases. 1In
""I'he Fnzymes", Boyer, P (ed.), VOL. IX. PART B. Thizrd

Edition., Academic Press, 1973, N.Y., USA, pp49-52,

29. BERGMEYER, H.S.Methods of enzyuatic analysis. 3rd.

edition ,Vol. IV. Enzymes 2. Veflug Chemie. 1983, FRG. r.308.

30, ZL.LKE, C.L, & SUELTER, C.H. Purine, purine nucleosides
and purine nucleotides aninohydrolases. In "The Enzymes".
Boyer, P. d.) VOL.IV. Jrd. ‘Fdit!en. ‘Academic Press, 1971,

N.Y., USA. pp 54=64.

31, BERGMEYLR. METHODS OF ENZYMATIC AhALYSIS. Volume IIL,

Enzymes 1, Verlag Chemie, 1983. FRG. . .

32, LEHNINGER. BIOQUIMICA, Editorial Omega, Madrid, Espaia,

101



1979. pp. 750-753.

33. DELLA CORTE E. & STIRPE F. The regulation of rat liver
xanthine oxidase. Tnvolvement of thiel ‘groups in the
cotivertion of the evzyme activity from dehydrogenase (Type D)
into oxidase (Type O0) and purification of the enzyme.

Biochem. J. 1972, 126: 739-745.

34,  KAMINSKI Z.W. & JEZEWSKA M.M. Effect of NADH on
hypoxanthine hydroxilation by native NAD*—dependent xanthine
oxidoreductase of rat liver and the possible biological role

of this effect, Bioch. J. 198}, 200: 597603,

R [y

35, MC CORD, JOE. Oxygen Derived Frece Radicals in
postischemlc tissue injury. New Eng. .J. Med. 1985, 312(3):

159-163.

36, FALLER J,., & .FOX I. Ethanol Induced Hyperuricemia. New

Eng. J. Med. 1982, 307 (26): L5%98-1602.

37, YOUNES M. & STRUBELT 0. Enhancement of hypoxic liver
damage by ethznol, Biochem. Pharmacol. 1987, 36(18) ; 2973-

2977. s

38. CHAGOYA DE SANCHEZ, V. BRUNNER A. AND I'iRA ), “La vivo"
Modification of the energy charge in the liver cell. Bioch.

Bioph, Res. Comm. 1972, 46: 1441-~1445.

39. CHAGOYA DE SANCHEZ, V., BRUNNER A., SANCHEZ M.E., LOPEZ .
‘C. AND PIRA E. Utilization of adenosine as a tool in

studies on the regulation of liver .glycogen 'biosynthesis.

102



Arch. Bioeh. Bioph. 1974, 160: 145-15Q.

40. CHAGOYA DE SANCHEZ V. & PINA, E. The redox state of
Kap*/NADH systems in rat liver during in wvivo inhibition of
fatty acld oxidation by adenosine. FEBS Letters, 1977, 83

(2): 321-324.

41. KISAKT AND SAKURADA. Simple microassay methods for
enzymes of purine metabolism. Laboratory and

Clinical Medicine, 1977, 89 (5) : 1135,

42. W. DE LONG AND C., KALKMAN. Myocardial  Adenosine
Kinake: Activity, and Localizatlon, determined with rapid,
radiometric assay. Biochim. et Biophys. Acta. 1973, 320:

: '

388-396.

43. SUAREY. MUNGUIA, J. Determinacidn curimitlca de 1l S=
Adenosil-Homocistefna Hidrolasa. Comunicacidn personal.

Trabaje no publicado.

44, STIRPE F.,AND DELLA CORTE E. The regﬁlation of rat liver
xanthine oxidase. Convertion ™in vitro" of the ennyme.
activity {from dehydrogenase (type D) into oxiduse (type 0).

J. Biol, Chem. 1969, 244(14): 3855.

45. © LAYNE, N. Spectrophotometric and turbidimetric methods
for measuring, proteins. - In: Methods iIn Enzymolopy, Vol. 111,
(Colowick, S. and Kaplan, N.O0., editores), Academie Press,

N.Y., 1957, U.5.A. p.447~454.

103



. ) .
4b. WENDEL . CARAWAY.  Derernination ot serum urle aeld.

" American J. of Clinical Pathology, 1955, 25:84D-45.

47, DELLA CORTE E. AND STIRPE F. The regulation of xanthine
oxidase. Inhibition by reduced nicotinamlide~adenine
dinuélectide of rat liver xanthine oxidase type D and of
chick 1liver xanthine dehydrogen;se. ; Biochem. J. 1970,

17207, ¢

48. ‘ROWE P.B. AND WYNGAARDEN J.B, The mechanism of dietary
alterations ian rat hepatic 1iver xantine oxidase levels.

J.Biol. Chem. 1966, 241: 5571.

. : 1 N
49, SULTATOS, L.G, Effects of acute ethanol administragion
on the hepatic xanthine dehydrogenase/oxidase system in the

rat. J. of Phatmacol., and Exp. Ther. 1988, 26{3):946-949,

G104






8. ANEXC

TABLAS DE RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LAS ACTIVIDADES

ENZIMATICAS ESTUDIADAS.

.
Los resultados se expresan como el promedio * el error estindar
para cadn ensayo. Los ndmeros entre paréntesis indican el afmero

de veces que se realiz8 cada determinacidn.

Tratamiento 5'-N ADA AR

Intactas 23,50 F 1.4 4,06 0,04 . 0.045 * 0,01
: (4) ) 3)

Glucosa+SSI 27,06 % 3.0 4.63 F 0.4 0.043 % 0.01
(5) (5 5

Glueosa+ADO 25.36 % 2.3 5,61 + 0,5 0.074 ¥ 6.01
\(5) (5) : (4)

EtOR+SSI 23.70 % 2.6 4.41 F 0.5 0.056 ¥ 0.01
+(8) 6y (5)

ErOH+ADO 23.18 % 2.1 4.30 ¥ 4,2 0.077 * 0,03
(5) 5 4)

v

TABLA 1. ACTIVIDADES DE LAS ENZIMAS QUE NhTABOLIZﬁN A LA
ADENOSINA DURANTE EL MODELO AGUDO DE INTOX}{ACTON CON ETANOL,

(En nﬁol / min./ mg de proteina) . )
Abreviaturas: 5'-N= 5'-nucleotidasa, ADA= adeno.s'ina deaminasa,”
A= adenosina . kinasa. EtOH= .etanol, 581I= sului:.LGr; salina

isotdnica, ADO= adenosina.
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Tratamiento 5'-N ADA AR

Intactas 23.50 ¥ 1.4 4,06 T 0,06 0.045 ¥ 0.01
€4) (4) (3)

Agua+SSI 21.97 F 3.5 3.86 ¥ 0.5 n.081 * 0.0t
(&) , (4) (4)

Agua+ADQ 25.80 F 2.5 3.26 T 0.2 0.045 T 0.01
(4) (%)) (3)

EtON+5SI 23.01 % 2.0 .64 T 0.5 0.077 * 0.02
(4 (4) (4)

ELOH+ADO 25,76 F 4.1 4.86 ¥ 0.5 0.067 % 0.01
(4) (4) (4)

TABLA 2. ACTIVIDADES DE LAS ENZIMAS QUE METABOLIZAN A LA
ADENOSINA [?URANTE EL MODELO.CRDNICO DE—. INTONICACION CON
ETANOL, (En moe] / min / ng de proteina).
Abreviaturas: 5'~N= 5'-nucleotidasa, ADA=~ adenosina deaminasa,
AR= adenosina = kinasa, EcOli= Etanol, 551= solucidn salina

irotdnica, ADO= adenosina.
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MODELO AGUDO

Tratamiepnto Actividad SAi-H
Intactas 257.3 T 24,0
(&)
GlucosatSSL 260.4 £ 7.8
(3)
Glucosa+ADO 294.8 T 37,8
5
ELUH + 8§51 245.3 T 27,2 -
(6)
LEOH + ADO 228.9 ¥ 20.6
. (5)

MODELO CRONICO

Tratamiento Actividad SAH-H
Intactas 257.3 Y 24.0
)
Agua + SS1 : 253.8 L 33.8
(%)
Apua + ADO 305.2 ¥ 9.7
(3)
EtOH + SSI 250.1 * 37.7
(4)
EEGH + ADO 195.5 ¥ 18.2
)

TABLA 3. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE S-ADENOSIL-HOMOCISTEINA
“HIDROLASA EN L. INJOXICACION AGUDA Y CRONICA CON ETAMNOL.
( En pmol/min/mg de proteina).
Abreviaturas: BSAH-H= S-adenosil-homocisteina hidrolasa, EtOH=

etanol, 351= golucidn salina isoténica, ADO= adenosina,
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Tratamiento S/DTT C/DIT - §/0TT C/DIT
Apt +Pir-LDH +Piz-LDH

. \
- 496t o.s 7,30 T0s 7.46 Y07 8.30 Tous
)

(4) (&) )
Intactas
+ 2.20 Y 0.6 2.5 Yooz 208 fez 2.02 Yo
. (4) (&) (4) (4)
- 9.96 T 0.8 9.57 Y14 10.5 20,97 9.53 F 1.2
(52 (5) (5) (5)
Gluc+SSst
+ 2.90 T 0.1 2.64 Yo 3.02 Toz  z.45 Toan
(&3] (5) (5 (s5)
- g.58. Y 0.0 9.3 To.2 116 14 1044 Tl
s (5) NN ¢
Gluctadd ' . :
+ 2.30 0.3 2.95 Y01 3.30 To.3 2,76 Lo
(5) (5 (&) 5
- 1.0¥1.0 11,610 947 To.s 10.1 Tou7
6) (6) (6) (6)
ETOH+SST
+ v 2236 %001 294 %02 242%oa 2s0% 0.0
(6) (6) (6) (&)
- niatos se3Tos 12z2¥i2 120 fag
() (5) (5) (53
ECQH+ADO o . ,
: + 3.00 Y02 284 o1 2.83Fo.3 z.oeo Tour
(5) (5} \ (5) (5)

TARLA 'S \ ACTIVIDAD ENZIMATICA DF LA ZXANTINA  OXTIDASA,
DLTERM.NACION DE PRODUCCION DE AC. LLICO A 292 nm.
HMODELO AGUDC (En nmel. / min / mg de proteina)

Abreviaturauy viT=  ditiotreitol, PLR-LDil= piruvato-lactate !
_dushidrogei:asa.. NAD= nicotin-adenin~dinucledtido oxldado, LtOH=
etanol, S$Sl= soiucidn salina isocénica, ADO= adenosina.”

1
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Tratamiento SIN DIT CON DT

intactas 11.04 %+ 1.30 9.13 t 1.50
(%) €4

Glue+Sst 13.90 * 0.89 10.14 ¥ 0,75
(5) (5)

GLuc+HADO 9.96 * 0.423 9.98 * 0.85
€s) (5)

ELOH+SST ' 12.56 £ 1.5 1.85 % 1,07
(53 (5)

. + +

ELOH+ADO 10.18 % 0.3 11.07 ¥ 0.86
sy, (5)

TABLA 5. XANTINA OXIDASA. MOLELO AGUD.U. DETERMINACION
DE NADH A 340 nm.(En.nmol ( min / mg de proteina).

Tratamlento SIN DTT CON DTT
Intactas 11.06 T 1.30 9,13% 1,50 -

(4) (4

Agua+SST 11,91 ¥1.60 9,71 £ 0.37
- )] : (4)

Agua+ADO 11.37 ¥ 1,51 t1.09 o7
(3) [€))

ECOH+SSI 14.45 T 1,62 14,96 £ 0,77
(4) (4)

EtOH+ADO 11.85 T 0.63 12.35 T 1.00
: (4 {4)

TABLA 6. XANTINA OXIDASA. MODELO CRONICO DETERMINACION DE
NADH 4 340 om. (En nmol / min / w5 de proteina)

Abreviaturas: DNIT= ditlotreitol, EtOit= etanol, 5S8I= solucidn
salina isotdnica, ADO= adenosina.
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TRATAMIENTO SIN DTT CON DTT SIN prT CON DIT

Nap* +Piv~LDH +P1R~-LDH
- 4,95 T o5 7.27 Y008 7.46 T 007 B.29 T 0.8
(4) (4) (4} (4}
Intactas 3
+ 2,00 ¥oos 2.5 To.2 2.08 o023 202 fo
@ @ )
- 7.97 ¥ 0.8 6.56 To.5 7.52 Y0.92 6.50 To.s
(4) (4) (%) (4
Agua+S5I1
. 3.38 Y 0.3 z.81 To.2 z.90 To.zs 2.00 Lol
(4) (4) (4) (4)
i N
- 7.83t0.7 7.60 To.1 9.28%to0.8 8.53 To.3
(3} (3) (3) (3)
Agua+ADO + " " -
+ 2,92 To.2 2.72 Tou1 2,03 Yo.3 1.9z To.z
(3) (3) (3) (3)
- 6.97 To.6 7.51 To.6 6.35 0.6 .7.36 T 0.3
(43 (43 C4) (4)
EtON+SST .
+ 42 Tor ozo49 T2 2005 Toz 2007 % 02
(4) (4) (4) (%)
- 7.60 Y0.6 7.68 Yo.4 8.064 To.g 7.79 To.7
(4) ) (4) (a)
EtOR+ADO
+ 2.26 Yo.2 2.4 Yo, 1.88 Tor z.31% 0.2
(4) (4) (43 (4)

“TABLA 7. XANTINA OXIDASA. MODELO CRONICO. DETERMINACLON DE
PRODUCCION DE  AC. URICO & 292 mm o (o nwmel / min / =g de
proteinal.

Ahreviaturas: NADT= nicotin-adenin-dinucledtide oxidads, BDTT=
~ditlotreitol, PiR=LDH= piruvato~lactato deshidrogenasa, .  EtOH=
etanel, SSI= solucidn salina isotdnica, ADO= adenosina.

¢
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Molas/min/mg pMo. s/, in/m mg/ /h

REBANADAS +: AK ADA SAH-H AC. BRICO
. 3 + 4 .

~REBS 0.485 = 0.1 3.48 T 0.3 137.8 < 10.% 0,146 7 0.G)
RINGER (6) (43 (6) (o)
RIS T} . \ . ,

25mM [T RN B A A R A - NS T TS B B 0 I

(%) (5} () (o)

K=R+ErOH .

25mM 0.503% 9.3 s5.30% 0.7 149.1 % v.85 0.379F 0.05
+ADO1 00y (3) (3) {3) (3)
R-R+EtMil + + +

25 mM a.ros T g0y 3,68 F 0.3 4006 T 2,99 0,159 T 0.6
+ADOZS mM (7) (8) (5> (6)

TABT.A  B. RI.SULT DOS DEL EXPERIMENTO '"IN VI ROY DE  :DICION I
ETANOL A REBANADAL DE HTIGADO DE ANIMALES IN7FGROS,

Abreviatura: ¢ A= Adenosing klnasa, ADA-= adetonino  deaminasa,
SAH=H= S—adenosil=humocisteIna~hidrolasa, K~R= solucidn de Erebs-
Ringer, EcOli= etanel, ADO= zdenosina.
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