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l • OBJETl VO GENERAL 

El objetivo de este estudio es conocer el metabolismo de las 

purinas durante lo intoxicación, tanto aguda como crónica con 

etanol en hígado de rata por medio del comportamiento de las 

enzimas que constituyen dicho metabolismo, trabajando para 

ello, con modelos de intoxicación tanto 11in vivo" como 11in 

·vit.ro 11
• 
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2. INTRODUCCION 

2. 1 ASPECTOS GENERALES SOBRE LA INTOXICACION CON ETANOL 

El alcoholimno representa uno de los problemas sanitarios y 

eocioeconómicos m.iia importantes el mundo entero. Un 

alcohólico es usualmente una persono que consume unn cnntidnd 

dL• L•tnnul (11lroltul l•tfl leo) t'Op11;r. de producir 11ILt!r"llclolll'ft 

patológlcns 

enfermedad 

l.a cnnt idad de ccanol capaz de provocar 

variable y depende de diversos factores que 

incluyen: prcd!NpoHición gtméticn, malnutrición e infección 

virnl hepática concomitante (hepatitis viral). ( l) 

En los seres humanos• el alcohol 

principalmente un compuesto exógeno. consumido en forma de 

bebidas alcohólicas y absorbido rápidamente en todo el tracto 

s•rn.trointeut ina 1. El a 1 cohol inRcrido fle nhHorbe 

estomiigo, inteatino delgado y colon. Aproximndnmente del 90 

al 98% de la cantidad total absorbido y oxidado 

completnmcnte, mientrnn que el·rcsto, riel 2 nJ lOX, 

:.?liminado primernn::ente a través del riñón y pulmones; una 

cantidad muy pequeña es excretada 

lágrimas, saliva y jugo gástrico. 

la bilis, sudor, 

Z. l. l. EFECTOS DEL ETANOL EN EL ORGAfl!SMO. 

El alcohol etílico es un tóxico que produce lesiones 

todos loa tejidos, según sea la dosis ingerida y la 

duración de la .acción del alcol{ol. Ei grado de laB 



lesiones varia en los diferentes sistemm; orgánicos. 

a) SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.-

El efecto del etanol siempre depresión 

primaria de los centros miis altos y después se extiende 

los mecanismos máH vegetativos según se incrementa el 

porcentaje de éste en el sistema nervioso central • Ln 

idea común de que el alcohol es un estimulante es debldo a 

Jlodcr de disminuir las inhibiciones 

presentan co11ductas impulsivas. (2) 

por lo que luego 

Entre los efectos más importante!:> del etanul sobre el 

sistema nervioso central tel\emos 1os siguientes: 

1. Efecto en la visión. 

2. Jncoordim1ción muscular. 

3. Tiempo de reacción alargado. 

4. Euforia.. 

5. El i.minación de inhibiciones. 

Estas alteraciones funcionales usualmente son· 

reversibles. 

Algunos síntomas frecuentemente irreversibles que están 

.asociados con la ingestión alcohólica prolongada y constante 

y, la mnyor!a de los casos, con deficiencias 

nutr icionnlea, incluyen 

6.- E¡ síndrom!" de W'ernicke-Korsakof f • neuropat{a 

periférica, ambliopía (pérdida de ln viaión). degeneración 

ce re he l:1r • ln miclinolisia pontinn central. degcncrnci.ón 

cerebral y demencia progresiva con desmielinización 

del cuei:'po calloso. (6) 



b). HIGADO.-

El Hígado es el Órgano en donde el alcohol 

metabolizndo ejerce una acción más prolongada¡ por lo 

tanto, la incidencia y la severidad de las lesiones son más 

import::antes en el hígado. 

Pueden desarrollarse tres tipos de patología hepática: 

- La forma leve se caracteriza por una infiltración 

grasa Hígado graso alcohólico) y por un grado mínimo de 

inflamación y nccrosiR. 

- En ca A Os de hígado graoo miis severos, puede 

observarse la aparició'n de . proceso fibrótico, 

especialmente alrededor de los conductos venosos centrales .. 

Clínicamente se 11\llnifiesta por hepatomegalia, anorexia y 

dolor durante la palpación de la zona hepática • Existen 

a lteracioncs bioquímicas como son elevaciones leves de la 

aspartato nmino transfcrasa .CAST), bilirrubina y fosfntasa 

alcalina, así como de la gam.o.-glutamil-transfcrnsa que es una 

enzima induciblc por el etanol. El h{gndo graao alcohólico 

es considerado un cuadro benigno y reversible. (3) 

- Ln forma de lesión tÓ?Cica más seve:ra, la hepatitis 

alcohólica, caracteriza por una degeneración grasa 

con hepatomegalia, inflamación y necrosis importantes, 

esta fase se llega a observar fibrosis. 

• La fase final de ln enfermedad hepática alcohólica 

crónica manifiesta por el desarrollo de una cirrosis 

con una fibrosis hepática extensiva, regeneración nodular, 

alteración de la arquitectura hepática finalmente. 

4 



insuficiencia hepática y muerte del paciente. 

En el hígado, debido a la ingestn de etanol, se pueden 

promover alteraciones bioqu!micns de los lípidos, 

proteínas e hidratos de carbono. (J) Se hn observado unn 

acumulación de proteínas (glucoprote{nas y nlfafetoprotc!-

nns), la cual se produce concomitantcmcntc la 

aC"umulación de grn.sa y cor,tr.lbuye al desarrollo de 

la hepntomegnlia. 

La gluconcogénea:is se encuentra alterada de modo similar 

por el etanol a travéa de diversas vías. 

Hay unn disminución en el almacenamiento de glucógeno 

el hígado, resultado de una baja ingestión de alimentos y 

de la enfermedad hepática itsociada frecuentemente con el 

alcoholismo crónico (hf gado graso• hepatitis alcohólica, 

cirrosis alcohólica). 

En nusencin de enfermedad hepática• malnutrición 

otras condiciones predisponcntes, el etanol propiamente 

dicho provoca un !ncrc.mento leve de la glucosa sanguínea 

(3). 

e). PANCREAS. 

La ingestión <le alcohol lleva como connccucncin 3 un cuadro 

de mala nbsorción y dolores muy fuertes a nivel abdominal. 

Aparte de ésto, hay destrucción de las células secretoras 

de enzimas y también de lns secretoras de insulina y 

glucagon. Cuando ocurre ésto, el paciente desarrollará 



diabetes melJ itus insulina-dependiente. Debido 1.t que 

también ha di8ininuf.do 1.!l nivel de gluc.-igon y ya es 

Fuficiente como para escimular J¡¡ níntcsis de glucosa, estos 

pacientes 

hipoglucemia. 

Jiílilles propensos a pndcccr cr1.sis de 

d). SISTEMA CARDIOVASCUL1\R.-

Cantidades moderadas de alcohol causan considerable 

dilatación de los var.os sanguíneos de la piel, produciendo 

sen!>ació11 de calor. El consumo crónico de alcohol 

uno de los principales causantes de gran vnriednd de 

.anormalidades cardiovascul;ires, entre ellas la hipertensión. 

Ln causa por la cual el alcohol produce hipertensión 

sanguínea, l:i disminución en la excreción urinaria de 

iones sodio y un aumento en el volumen plasmático. U•) 

e). RIÑON.-

El consumo de alcohol es generalmente seguido de un 

incremento en el volumen de orina de relativa alta acidez. 

Esta acción es resultado de unR depresión <lF.?l Ci!Jtc::ia 

nervioso centr:1l y no es debida a un efecto directo sobre 

el riñón. 

f) EFECTOS ENDOCRINOS.-

El con~umo moderndo de .:i.lcohol ejerce un efecto de 

cscnsn magnitud $Obre ln l.iber.ación adrenal de cortisol. Sin 

embargo, la presencia de un nivel snngu!nco de alcohol 

Rllpcrlor .n 1 g/1 pm.•dc gcnernr Ja elt!'lt1clón de lon n-lvelcR 
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plasmáticos de cortisol. Algunos alcohólicos muestran 

indicios de una insuficiencia hipofisiaria. La disminución 

de glucosa 

plaRmiitico. 

ausente 

hipófisis 

adí?notrópica 

sangre produce unn elevación de cortisol 

Esta respuesta cncuentrn diHminuida 

25% de alcohólicos crónicos debido n que la 

secreta una cantidad suficiente de hormona 

para estimular la gVíndula ndrcnaL 

Otro indicio de. la insuficiencia hipofisiarin serían los 

niveles bajos de hormona de crecimiento y· de 

prolactina después de unn estimulación través de un 

descenso de la glucosa en sangre. 

g) EFECTOS llEMATOPOYETICOS. -

Los efectos del alcohol sobre la sangre y la médula ósea 

el resultado de una acción tóxica directa y de las 

deficiencias nutricionales asociadas. Los alcohólicos 

muestran niveles aa.ngu!neos de folat<¡> reducidos, Jebido a 

que el alcohol inhibe directamente el metabolismo de éste. La 

absorción de la vitamina B12 también es inhibida por el 

alcohol. El de alcohol. puede provocar la aparición de 

un.:i rmemi11 hemnlíticn Rguda y alterar la función de los 

leucocitos ln cirrosis alcohólica se acompaña de una 

disfunción plaquetaria la que puede conducir a la aparición 

de infeccio~es y hemorragias. 

h). SISTEMA INHUNOLOGICO.-

En los pacient.e8 con enfermedad hepática alcohólica 

hay incremento de anticuerpos y ce]ulas n circul<1ntcf1 0 



en pacientes con hepatitis alcohólica crónica, frecuentemente 

hay elevación de la IgA. Existe una disminución del número 

t.otnl de células T y su capacidad parn sintetizar DNA, 

se encuentra disminuida, por lo que la respuesta ante 

antígenos mitógenon • est.á suprimida y propiedades 

citotóxicas están aumentadas (respuesta alt.ernda a las 

vacunas, mayor susceptibilidad las infecciones, 

disminución del recuento linfocitnrio). 

i). ALTERACIONES NUTRICIONALES ASOCIADAS CON EL 
AJ.COHOLlSMO. 

La malnutrición en ln forma de la deficiencia 

caloricoprotcica es el resultado de diversas causas: 

a) Ingestión dietaria reducida. 

b) Mala absorción de las sustancias ingeridas. 

e) Alteración de diversos procesoH bioquímicos y 

fisiológicos. 

Las formas más graves de enfermedad hepática están 

asociadas con una malnutrición severa. posible que se 

desarrolle un.:i lesión hepática en ausencia de malnutricJ.ón. 

Auuqut! lat> n~ceHidades calóricas del alcohólico 

encuentren satisfecha::; por las calorías que aporta el 

alcohol en sí, este tipo de calorías nutritivas 

y pueden llevar los alcohólicos _sufrir 

malnutrición primaria, ya que se encu~ntran dieminuidoA 

otros nutrientes como Ron lns proteínas. (1), (2). 
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2.2 !!ETABOLTS>IO DEI. ETANOL. 

Ln mpyor pnrte del fllcoho1 absorbido e.!l c!c~r;radndo por 

medio de procesos oxidativon, principalmente en el hígado• 

par.a fonnnr en primer lugar acctaldchído y luego acet;ito. El 

acct:ato libre, producto final prlnci;n1l de ln ox:idnción 

del etanol en el hígado, deja el hígado y es rnetv:boli<:udo 

en otros tejidos. La úxi<lación ocurre en dos etapas, etanol. 

a i:tcetaldehído, y ttcetaldch!do a ac.ctaco.(5) 

f.n el me:t:~bolismo del etanol l!stán involucrados tres 

sistemas enzimáticos principalmente: 

2. 2 .1 La cnT-ima alcohol deshidrogenaaa (ADH); que escá 

prC!sente cm todos los vertebrados qu~ ae han l'.!r.tudiado. Est.a. 

enzima cni;aliza la siguiente reaccíón: 

CI'fOSOL: 

Etanol + NAD+ --------)> Acetaldehtdo + NADH + ¡¡+ 

Consecuencias: En el citosol incrementa la 

relación NADH/NAn+ 3-4 ve.e.es. J.,a concentración de 

acetaldehído en la sangre se ve incr~mentndr.1 a unn 

concentración de 10 n 20µmol/L. 

En la m.1.tocondri.a, ln acetaldehítlo deshidrog.cnasa c.atal.1.za 

la reacción de ax.id.ación del acctalc.lehtdo .-1 .acetato: 

IUTOCONDRIA: 

Acetaldehido + NAO+ -------7 Acetato + NADH + n+ 

Consecuencias: l.n rclaclón mitocondrial NADH/NAP+ se 

9 



ve incrementada de veces. El acetato en 

sangre se incrementa u una concentración de mmol/L. 

La nlcohol deshidrogcnaea actúa cuando se presenta. el etanol 

a bajas concentraciones. De tal forma de mantener la 

oxidación del etanol a acetaldehído de eficiente,. 

necesario remover los do!l productos: NADH y acetaldehido, 

Este último oxidn~o pre f erencinlmen te la 

mitocondria, en donde la enzilll.'.J acetnldch!do 

deshidrogennsa. tiene una hajn Km (menor que Jµmol/L). Esto 

mantiene la concen~ración de acetalJehído baja, mientras 

que la concentración de acetato se incrementa a 1 mmol/L .. 

La deehidrogenasn ulcohólicn no ce la única enzima 

que cntaliza ln oxidación de etanol a acetaldeh(do. 

A a1tns concentraciones,. arriba de 20 1J mMol/L, la 

oxidación 'puede ser por medio de la _catalasa y el MEOS 

(Sistema de Oxidación Microsomal del Etanol). 

2. 2. 2 Cntulnsa .- En ta enzima: fnvorecc indirectamente ln 

reacc.ión de oxidación del etnnol hnjo condiciones en las 

cuales exista un sistemn _regenerador de peróxido de 

hidrógeno, por ello, el papel desempeñado por la catalasa 

la oxidnciñn hiológica del et.:inol Cü J.iscut.ido (5)·. l'areceríu 

·-ser que la lentitud con ln que el peróxido pu~de ser generado 

a. partJ,r de NADPll oxidasa o de la Xantina Ox.idasa, impide que 

la cata lasa contribuya con más de un 2 % ·de la oxidación del 

etanol~ La reacción es la siguiente: 

10 



en donde la cata1asa: 

nzoz --------~ Hz O + 1/2 Oz 

por lo tanto: 

H:¿Oz + Etanol ------7 Acetaldehido + H20 

En el presente eatudio, la acción de 1-a catalana se 

considera un punto importante, yn que una de las enzimas que 

intervienen en c1 met.a.bol.iemo de la adenoninn es la. Xantinn 

Qxidasa (productoril de peróxido de hidrógeno). la cual es 

ampliamente discutida a lo largo del trabajo. 

2. 2. J. MEOS (Sist:eUlll de Oxidación Microsomal del Etanol).-

El MEOS reprc6enta. un sistema enzimático secundar.io en ln 

depuración del. etnnol (5). Este sistema enzimático se 

encuentra 

hepar:ocit:os. 

el retículo endoplásmico 1iso de 1os 

Se considera importante dentro del mode1o 

cr6nico de ingesta de etano1, ya que es un sistema. J.nducib1e 

bajo eat.as condiciones debido a la elevada concentración de 

etanol que se presentn en ese caso. 

Cuando se administra etanol. en forma crónica a ratas, se 

observan cambios adaptae.ivos en el hígado debidos a 1a 

toxicidad del alcohol. Uno de los cambios adaptativos es la 

prolife-ración del. retículo endoplás¡:nico liso, lo cu.al. ha sido 

confirmado por métodos bi.oqu!micos • Se demostró que la 

proteimi y la uwt>a iosfol.1pídi.ca de los microsoma.s lisos se 

incrementaba conforme se iba administrando crónico.mente e.l 

etanol. El MEOS contiene 3 componentes microaOmales: 

citocromo P-450,. NADPH citocromo e reductasa y fosfol!pidos 

ll 



microsomales. Dichoa componentes incrementan también 

actividad durante la administración crónica de etanol (5). 

Bajo este sistema, la reacción que cataliza la oxidación del 

etanol. es la que a continuación se presenta: 

NADPH + Oz + Etanol + ir+ ---7 NADp+ + Acctaldehído + 2H20 

La presencia del MEOS y de la catalasa, pueden 

disminuir la necesidad de transferir equivalentes 

reductores dentro de la mitocondria. Yn que la coenzima 

usada en estos procesos es la NADPH, se requiere 

mecanismo de transhidrogenación del NADH al NADP+ • 

Una posibilidad es la que se muestra en la figura siguiente, 

en donde está' involucrada la enzima miílica : 

(ADH) 

Acctaldehído ~---Etanol 

Oxnlace ta to-----------7 Malu to 

1 ATP 

(Oz ,MEOS, CAT.) 

Acetaldehído <-- Etanol 

NADP+ ~ NADPH 
"-._../ 

--------7 Piruvato + C02 

1 

FIG. 1. Oxidación simultánea del etanol por ADH {NAD+) y 
vías que requieren NADPH. Si' las dos reacciones 
suceden simultáneamente no habría un transporte neto de 
equivalentes reductores de la m1tocondrin o hacia ella. 

Esta transhidrogenación requiere del. gasto de una molécula 
de ATP para la cnrboxilaci6n del piruvato. (5) 
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2. 3 GENERAl.IDADES SOBRE EL METABOLISMO DE LAS PURINAS. 

Las bases púricas principales son la adenina y guanina. 

presentes tanto en DNA como en RNA. Derivan de la purina, 

compuesto formado por la unión de un anillo de pirimidina y 

otro de imidnzoL (fig 2). Otra.a bases púricas que constituyen 

intermediarios del metabolismo de aquellas son hipoxnntina, 

xantina y ácido úrico. 

ÓC> 
FIG. 2 PURINA ADENINA (6-amino-purina) 

En este trabajo, nos referiremos principalmente a la 

adenosina, que un nucleósido donde la base pú~ica se 

condenaa con ln µentona (en este cnao ribosn) • mediante el 

nitrógeno 9 de la base y el carbono l gl;Lcos!dico del azúcar, 

siendo 13 la configuraci6n del enlace N-glicos{dico (fig.3). 
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FIG. 3 ADENOSINA (9-S-D-ribofurnnosil-adenina) 

Los nucleósido~ generalmente pueden formar nucleótidos por 

estcrificación con .'leido fosfórico. El punto de unión más 

frecuente el carbono de la pentosa formándose 5 1
-

ribonucleótidos tales como el AMP, ADP y ATP (en el coso de 

la adenosina). 

Lu biosíntesis ~ de las purinas implica la 

participación de varias biomoléculas que reaccionan en Rcr.:fr. 

con la ayuda de las respectivas enzimas que catalizan cnda 

reacción,, par.a ir formando la molécula entera del nucleótido. 

Entre estas biomol.éculns se encuentran: 

Fosforribosilpirofosfato, 2 moléculas de glutnmina, glicina, 

me tenil-tetrahidrofola to 1 aspartato,, formil-

tctrahidrofolato y forma primeramente el IMP o ác. 

inosíni.co, a partir del cual se $intetizan el AMP y el. GMP, a 

traves de 2 vías diferentes. 

Los ácidos nucleicos pueden ser hidrolizados a 

oligonucleótidos, mononuclcótidos y• finalmente, nuclcóaidos 

14 



y sus correspondientes - bases• alguna.a veces éstos son 

recuperados para reutilizarse sin que tengan que ser 

degrada.dos (recuperncíón de purinas). 

La degradación de 1os nucleótidos púricos procedentes de loe 

ác. nucleicos endógenos o de la dieta, exige su hidrólisis 

previa & nucleósidos y luego a bases púricc'lB libres. 

El AMP, la ade
1
nosina y ln a~enina, pueden tranaformnrse por 

la acción de las desnminasns respectivas en IMP, inosina e 

hipoxnntina (FIG 4); de modo similar, GMP, guanosina y 

guanina dan lugar a XMP, xancosina y xantina~ Por su parte, 

la acci.ón de lan nuclcot:idnsas sohrc los nucleót:ldoa da lugar 

a nucleósidos que. a su vez son h:f,drolizndos por nucleósido 

fosfor:l.lasas liberando las bases y ribos.a.-1-{osfat:o. 

AMP IMP XMP <----- GHP 

l l l l 
AdTsina ---Inoia XllnTi¡ta ~--GunnTnn 

Adenina --7 Hipoxantina ---- Xantina. ~Guanina 

l 
ác. úrico 

FIG.4. Degradación de nucleótidc:is púricos. Tomado de 

referencia 6. 

Las bqses púricas libres, para su degradación, deben 

convertirse primeramente en xantina. Para ·e11o, 1a guanina es 
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deRnminudu por gunnasa. Ln adeninn se deaamina por adenon inu 

dcsnminasa :t hi1,oxnntina, y ésta se oxida a xnntina por 

acción de la xantinu oxidasa en una rencción que requiere 

oxígeno molecular. Esta enzima flavoprotc!na que 

contiene hierro (no hcmiitico) y molibdeno, si.ende responsable 

también de la oxidación subsiguiente de xantina a ácido 

úrico. E.l. peróxido de hidrógeno obtenido las dos 

reacciones 

la catnlasa. 

de'5compondrá despui?s en llzO y 02 vor acción de 

F..1 ácido Úrico es el producto final de Ju degrndnción de las 

purinas en el hombre y en la mayoría de los primates 

(organismos uricotélicos) y eB excretado como urato por la 

or-ina junto con pequeñas cantidades de hipoxantina y xantinn. 

Excluidos el hombre y algunos primates, el resto de los 

mamíferos pos.ccn uricnaa, por lo que oxidnn el ácido úrico a 

alanto!nn, que producto de excreción. En peces 

teleósteos, b degradación prosigue hasta ácido alantolco, 

producto de hidratación de la alanco!uu. ror acción de la 

é;JJ.Zima n.lcmtninnsa. 

Los demús peces y los nnfibioa son animnles ureotéli.cos, 

puesto que hidro,1!.zan el ácido nlantoico en presencia de 

alantoicasn, originando as{ ácido glioxí1ico y 2 molékulas de 

urt!a, que es su -producto de excreción. (6) 
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2 .. 4 A D E N O S I N A 

La adenosin:i. producida. liberada captada y 

meta bol izada por la mayoría de los tejidos animales. 

Algunos tejidos como el miocardio y tejido adiposo son 

capaces de liLerar adenosina, 

La Adcnosina cj ercc múltiples acciones gobre diferentes 

órganos, principalmente: 

2Jt .. l. Efectos neuronales - La adcnosina y ATP tienen 

~ fectos depre.c;ores sobre el sistema nervioso periférico 

(7). 

2.4.2. Efectos cnrdiovnsculurcs - En condiciones de 

hipoxia el corazón i.nuestra una reducción en la 

resistencia vascular coronaria asociada 

incremento en la liberación de adenosina. Ln adenosina 

está implicada en la regulación local del flujo sang.u!neo 

coronario originando así vasodilatación. (8) 

2:.4.J. Etect:os soLre acciones hormonnles.- Ln ndenosinn 

aBtimula la cstcroidogénesin en las glándulas adrenales y 

células de Le) ding us.í como la secreción de glucagon 

(9) y hormona del cr~cimiento (8), mientras que inhibe 

l.a liberación de ini:mli.nn por cst!mulo C1Jn glucosa 

"in vivo 11
• fütjo condiciones ele ayuno la adenosina produce 

¡una hipergliccmin que no es atribuible a 'cambios la 

secreción ni de insulina ni de glucagon, La administración 

de adenosina altera la secreción de algunas ho~onas por 
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lo:; i1>lotc~ lle Lnngcrhnne (o.utaonca lo liberoci6n de 

s1u,·;:1gon y ,usmluuye l.a nccrec!ón de !nauUna ) pero éntu 

sólll ce obscrv.1.lllo c:lura1nCnte bajo cond lciones dt? cstímilo 

curga de ~tuco.uJ (9). 

2.4.4. Efc,·tuu cJtot6>..icon.- ~ udenonlua tfent! efecto 80hrtt 

latl célulmJ t!MCury.adae de la rl'upucotn lnmt.mo, iw:p1Jiendo o 

dif lc11ltamfo ,u acclón. lo cual fle Crl?c <¡uu cw dehido d que 

1.a 1ttlenottinH inhibe ltt 1;Í11teuiu de. p!rJmtdinna, HJn cmh11r&o,. 

esta Leorí'n siguu t'll cstudl.o (JO). 

Accionen bio1¡11.fmlcns.- entre algunas Je las 

ac:c l(.lOr!:I ldo1¡u!ink<IR Je .la adenouina ce pucJen DK?nc ioonr laa 

ult',11 l t..>ntcs: 

~•) DisuunucJóu de 1.:.1 !ipogéncat& hep.=itica .. -

-1 .• 1 ndcnoAin..1 produce unn dis;únución de 

trhh:ilglJ.ceroleo ht!'pátlcot> e.n ln producción de lípidos (11). 

-El nucleósido revierte el h!glldo graMo indu.::ido por 

1.ntoxic:ación etanol. ( 12) • Lctr~1cloruro de cn.rbono 

(13) y cicl.ohe.x.imtda (14) sin a fertnr 1:1 1nhibic1úu 

de Bfntcs is de pro re {nas producid."le por los dos 

úl t imoR. La o.1dcnos inu prev.iene el h.I'gado gr'1tl0 por 

!.imitar la dif;ponihflidad úc loii precursores para 

la a!ntcsis de triacilgliccroles: alf.1.-g.licerol fonfato y 

acil-CoA. (1~) 

~) 1-;n h!hado drpr.l.nie 1•tn vivo,. e nin vitro" 1:1 oxiducióo 

de cadenas Je .'icidou grasos por inhibir la acil-CoA 

af.ntetas3 cxtramitocondrial (J6), reflejando ente efecto por 
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disminución en 1a cantidad de cuerpos cetónicos en 

la sangre. 

e) Aumento de lipogéncsis en el tejido adiposo del 

epi dídimo. El nucleósido produce incremento de 

veces la incorporación de glucosa marcada en la grasa 

epididimal.(17) 

d) El nucleósido capaz de cambiar el patrón 

metabólico inducl.do por la intoxicación aguda con etano1 ya 

que la adenosina previene parcialmente y revierte la 

formación de hígado graso inducido por etanol y aumenta 

el aclaramiento de etanol de la sangre; nmbos efectos están 

relacionados por el hecho de que el nucle6sido mejora la 

disminución la rcl.:ición NAD+/NADH mitocondrial 

producido por el metabolismo del etilnol ( 18) .. 

e) El patrón metabólico que obucrva presencia 

de la adenosina se caracteriza por una tendencia a 

incrementar loa procesos anabólicos como la síntesis de 

glucógeno y disminuir los catabólicos como la oxidación 

hepiíticn de ácidos nrnsos • esto conduce a la conclusi6n que 

por un mecani.smo aún no muy cluro, la adenoaina cambia el 

patrón metabólico de animal en ayuno a uno de anitnlll 

alimentado • Probablemente el eje alrededor del cual gira 

. este cambio. sea el aumento de la carga energética que 

sobe favorece secuencias anabólicns inhibe las 

cntnJ1óU.cns ( 19). 

f) En la s•.mgre y el hígado de rata, se hn observado 

respuesta cíclica diaria en cu3nto a compuestos púricos • En 
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snn&re. existen niveles bajos de adenosinn durante el día y 

elevados durante la noche, en tanto que, inosinn 

hipoxantina sucede lo contrario. Los ·niveles de ácido úrico 

indican que la disminución en el cat.abolismo de las purinas 

coincide una disminución los niveles de inosina e 

hipoxantina y aumento en adenosina. En e 1 hígado, la 

adenosina aumenta durante la noche mientras que inosina e 

hipoxantina permanecen disminuidas durante las 24 horas. Los 

resultados sugieren que el metabolismo púrinico en el hígado 

puede participar en el mantenimiento y renovación de la poza 

de purinas la sangre y en el estado energético de los 

. eritrocitos 11 in vivo" (20). 
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2.5. METABOLISMO DE LA ADENOSINA. 

La adenosina se forma en las células a partir de AMP. o de 

la degradación de la s-adenosil-homocistcína y se puede 

remover de las células por liberación al fluido extra.celular, 

por desaminación a inosina o por reutilización para formar 

AMP. 

Las fo~fatasas ácidaonlcalina (EC. 3.LJ.2y J.l.3.1), 

podrían estar .t-nvolucradas en la formación de adenosina ya 

que catolizan la hidrólisis de 5'-AMP a adenosina. Sin 

embargo, muestran especificidad para el 5'-AMP y sus 

actividades a pH neutro son muy bajas para ser de importancia 

fisiológica en la producción de adcnosina. 

Similarmente 1 la purino nucleósido fosforilaaa (EC. 

2. 4. 2.1.), que podr!a producir adenoeina de adenina, tiene 

una actividad muy baja. Por otro lado, la 5'-nucleotidasa es 

espec!fica para 5 1 -nucleótidos 1 su pH óptimo es muy cercano 

al fisiol6gico y su actividad máxima puede contar más 

adecuadamente para la formación de adenosinn. 

La adenosina convertida, ya sea "in v1vo 11 o"in vítro" ~ a 

nucleótidos de inosina o adenina. Las enzimas ndenosina 

deaminaoa (EC.3.5.4.4) y adenosina kinasa (EC.2.7.1.20), se 

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

Conociendo las actividades de las enzimas que metnbolizan a 

la adenosina, asociadas con tipos celulares individuales de 

un tejido en diferentes estados fisiológicos, se puede, 
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A 

B 

conocer el modo de .ncci.6n de la adenoaina, ya que de esta 

manera., puede saber la tendencia de aumento o dismi.nución 

en los niveles do ésta (21). 

s-adenosil-homociste!na 

jsA1t-11j -'1> 1-r homodstcína 

~ §] e 
~IADENOSlNAI ~ > Inosinn 

$ Nll3 11 
ATP 

Hi.poxantina 

º2:)1 §1 .. xo 
HzOz 

Xnntina 

º2:) l [@ +- Xo 1!202 
AC.URIC?· 

FIG. 5 METABOLISMO DE LA AlJENOSINA. 
5'-N • 5'-nuclcotids.an. 

ndenosinu kinasa, SAU-H • 
XO • xantinn oxido.na, 
fosfQrilasti. Pi "' fósforo 

ADA • adenosina denminasa,. AK. • 
S- adcnosil-homociste!nn hidrolasa, 

enzima 1 "" purino nucleósido 
inorgánico a 

El metabolismo de la ndl?nosína se puede dividir en 3 etapas: 

A. Síntesis,. 
B. Uti.liznc:ión, y 
C. Degrndnción. 

Para poder :ilustrar ésto, ae debe tomar en cuenta la 

figura 5. 
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A. SINTESIS. 

Dentro de la síntesis de adcnosinn, part:icipan 2 enzimas: 

la 5 1-nucleotidasa (5 1 -N) y la S-ndenosil-homociste!na-

hi.drolnsa (SAH-H). 

B. UTILIZACION. 

La enzima encargada de la utilización de adcnouina es la 

Adenosina Kinasa, la cual a fosforilar a la adcnosina para 

convertirla en AMP, que puede a su vez ser transformado 

ADP y A'fP para la vía de utilización de lns purimi.s que se 

mencionó anteriormente. 

C. DEGRADACIO!I. 

I.;i adcnosina degradada primeramente por la enzima. 

adcnosinn deaminasa para dar lugar a la inosina, ésta a su 

convertida en hipoxnntinn por la nuclcósido 

fosforilnsn y posteriormente actúa la Xantinn-Oxidnsa para 

t.legradarJa a xancina y finalmente n ácido úrico en el caso 

del hombre, ya que en otros mamíferos~ la degradación ea 

hasta alanto!na. 

2. 5. 1. 5 '-NUCT,EOTTílASA. 
-- (E.C. 3.1.3.5) 

.Se hn propuesto que la producción de adenosina y 1a 

utilización en tejidos de mamíferos, depende principalmente 

de la actividad de 1a enzima que la está produciendo; la 5'-

nucleotidasa y las 2 en:dmn~ que ln utilizan como sustrato: 

adenosina dc{lminasn y adenosina kinasa (8). 
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Fraccionamiento celular y estudios citoquímicos, han 

mostrndo que en varios tejidos (cerebro~ hígado, pulmón, 

corazón y músculo esquelético), gran proporción de ln 

actividad de la S'-nucleotidas3 est5 asociada a la membrana 

plasmática; por ello, ~sta actividad frecuentemente 

ut:iliza<la como uu marcad.?r lle l_n membrana plasmática de las 

células A:;imismo, el cano de los adipocitoa ha 

llegado n. la conclusión de qul! ectoenziraa y que tiene 

acceso al sustrc1to ~xtracclular; decir~ el AMP nñadido 

extr::icelularmcntc, eu hidrolizado rápidamente por células 

intactas. 

cxtracelular intracelulnr 

M.P. 

FIGURA 6. Hipótesis sobre la acción de la 5~Nucleoti-

dasa. M.P.• Membrana plasmática. Tomado de referencia. 21. 

No ae sabe exactamente si ln 5'-nucleotidasa tiene acceso al 

sustrato t.:i.nt:o intr.1. coi:.o cxtracelu1ar. Exi6ten hlpót~.sla que 

apoyan ambas po:·db1lidades. Más aún~ se h.n postula.do que la 

enzima p~cde regular cambios intracelulares la 
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concentración de AMP y que la adcnosina es liberada 

direct.amcnt.e el espacio cxtracelul.o:r, siendo la función de 

la enzil'llll dual: como nucl.cotidasn y como sistema de 

transporte (FlG.6) (8, 21). 

Estudios recientes indican que la mayor{a de los tejidos 

contienen isoenzimas de la 5 1 -nucleotidasa, ln in tr !nsecn 

de membrana y ln foril'n soluble citosólica.. Mientras que la 

función de la enzitn.rt unidn a membrana permanece obscura, 

ha visto que la 5 1 -N citosólica regula la form.nción 

intracelular de 1.n adcnoslna rcoult:tnt:e tlul catabolismo de 

nuclcótidos. Algunos investiga.dores han demoqtrado que las 

propiedades cinéticas de las 2 isoenzimas de la 5 1 
-

nuc.lcotidasa son muy diferentes (22). 

Widnell. en 1968 propuso que la estructurn de ln s•-

nuclcotidasa corresponde n una lipoprotcína con solo 

fosfolÍpido: csfingomiclina que está asociado a esta 

lipoprote!na (23). 

2. 5. 2 S-ADENOSlL-llOMO<.:lS'IEIHA.-UIDROLJ\SJ\. 
(E.C. 3.J.l.l) 

Dentro del metabolismo de la metionina (aminoiícido 

esencial), existe un mecanismo de metilación para la 

reconversión y síntesis 11.mi'tndo. de mc.t.ioniua. 1::1 mecanismo 

de metilación más habitual de la mctíonina, implica su 

condensación con ATP para dar lugar a la S-ndenosil-
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mct!on!na. co~111strato t.>t¡cnci.d dl! Uu!til.;H·ionci>, que cede el 

grupo metilo con fac11Jdad, convirtiémlofü.! en S-adenosil-

homocistc!na (SAll). La SAH, libera homociste!na por 

hidrólisis, dando adenosina (~Uf). 

La dC!gradación tfe SAH a adenosina y homoc!steína, representa 

otra fuente potcnc!nl de adcnos!na intracülular. Ln enzima 

cap.:Jz de c<Jtalizar esta hidróUr.is, ln SAU-llidrolasa, 

encuentru en levadur;is, plantas, pájaros y mamíferos, y su 

concentrac.lón CR ruás elevada en el hígado, el p5ncreas y el 

riñón de ifotos últ:imot>. F.:n el h!g.:ido e.le r.ata y hum.:1no, ha 

locallzado exclusivamente en la fracción citosólica. 

La SA!f-H cat.lliz.:1 la rl!acción reversible de la SAH a AflO y . 

L-llomocisteína • Cuando J;i concentración de los sustratos es 

mayor del rango micromolar, la reacción favorece la síntesis 

de SAH-

Tanto la ADO como la L-Horuociste!na son 1nh1bidores potentes 

de In reacc-.ión hidrolítica, "in vivo11 (25); la catálisis 

enzimática puede ser dirigida hacia la hidrólisis removiendo 

In ADO o la L-homociuteína. 

Aunque la reacción favorece la síntesis de SAH, el flujo 

metabólico ea probablemente en dirección hidrol!tic.:J., ya que 

la ADO y la L-homociate!na son rápidamente rnetaholizado.s 

Ja c6'lult1. (25) 

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

fuente celular de ADO en varían tejidos. Se ha suger.ido que 
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l 1 SAH puede ser un punto de producción de ADO en el corazón 

de mamíferos. (26) 

El ntro producto formado .1 pnrtir de la SAll-ll 1!5 la L-

ho111ocistl!Ína, L:1 cu;1l es copvcrtidi1 a L-mct:lonina o puede 

rc:1ccio11ar con ~;erln11 para f11rm:1r cJ~;t;1t lonin.i y fln;1]m('ntc 

cistc !nL1. 

La activirlnd cnzimiíticn de 1<1 SAll-H se puede ensaynr ya 

la <l!rección rle síntesis o en ln de hidr.óliHis. (27). En 

el caso del presente t.rDba.Jo, realizó en la dirección de 

h!drólJsis cnmo se 1!xplicar.i rn-'ís adolLmte en el c<tpítulo de 

materiales y métodos. 

2.5.3. ADENOSUIA KINASA. 
(E.C. 2.7.1.20) 

Lu adcmnsinn klnasu cataliza la fosfori lac!l)n de ndcnoAin:t u 

AHP de ucuerdo :1 ln Hlgulcntc rcacc lón: 

Adcnosina + NTP --------) AMP + NOP 

donde. NTP"" Nucleótido trifosfnto. 

t:s una enzima ampliamente distribuida. Se descubrió 

primeramente en levaduras y en tejidos de mamíferos y ha sido 

parcialmente purificada de esas fuentes. 

Algunas preparaciones parcialmente purificadas de 1a enzima 

de fuente animal tienen un pH óptimo de 5 • pero ln m.ayor!a de 

lns prepnrac.ioneo más puran mtll?Btrnn un pi! óptimo mnyor en el 

rnng-o deo á-7, (LB), 

La enzima requiere un catión divnlcnte, usualmente Hg2+ ó 
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Mn2+ y hay cvldcnciun dC' que ei magnesio se puede unir a la 

f~11zima (28). 

l.a adcnouin11 kinasa parece tener un peso molecular bajo, en 

el rango de 25 ,000 n 40,000 Daltones y ea una cadena 

polipeptídic.'.l. simple. Tiene una especificidad medianamente 

aJ ta par;i loH nucleósidos trifosfnto. Adc1nás del ATP y del 

dATI•, pul'dC'n ~;ervlr como Jo11adorcs de fosf.-ito e>l c:TP, ITP, 

dGTI' y UTP. l.;1 en:~inia C'S m:ís rcstrlcliv;i cuanto al 

Rustr:ito dl! nucleósldo; ¡mcde fm;forilar a gunnosina e 

inosina pero muy pobremente y no fouforila a r>lr1midi110-

!In.Jo conJ1c1c•IleH bas:1lc1;, /;1 w1yur pnrtc ch! 1.1 HdcnoHlna et; 

refo::iforila<la. Ento pre.servn la base pi.Írica y permite una 

relación controla.da del flujo de ndcnoslna a inosina. Sin 

embargo, en :.itunción de c~;trés, es más ventnjono para la 

célul.u permitir la det;raducjÓn <le adenot-.lna n 1nos1nn de tal 

que el ATP no i,_;c use p.'lra la n~fosforilación de la 

ndenosina y que Ja concentr."J.ción de ATP y AMP de la célula 

mnntc-ngnn. 

A bajas concentracionPs, ln ~·'l:.:or parte Je l...i H<lt=noi,;ina es 

rcfosforiladn, pero a mnyorí'R concentr;1cinnc:>. gran 

pC'Oporclón ei; dcsmnlnadn. (21) 

2. 5. 4 ADENOSINA DEAMINASA. 
( E.C. 3.5.!t.4) 

La ade:no~i.na. d1..H1m!nasa eh una cnz1ma de Ja vía de degradación 



de la adcnor.ina que cataliz11 lo hidrólisis de ésta n inosina 

y amoníaco (29). 

Está presente una gran número de tejidos de r.mm!feros. 

con mayor actividad en la mucosa lntestinaL J.;¡ cnz.ima et1tá 

predominantemente locali?.adn en la fracción cit:os6lica de 

estns células. Niveles elevados de esta enzima pueden 

detectar en pnc.ient:es que sufren cirro:i!s (29). 

La deficiencia de ndenosina dcnminasa 

anonnnlidades de In inmunJdad (29). 

asocia. con severns 

La mayor pnrce de la in(ormnC"ión aceren lle la estructura 

química de 111 enzima e!;tñ rcferid.1 a ln enzima proveniente de 

duodeno de ternera indicando que HC trata de cadena 

pollpeptídica simple de peao molecular nproximado de 31 ,000-

35.000 O. No se requiere de cofnct.orcn dhmciables para la 

cnt.úlisis • ya que ha dializado extensivnmente esta enzima. 

o se ha adicionado EDTA, sin pérdida signif!c.1.t:iva de la 

actividad enzimática. 

En el hfga<lo • donde se conoce que la mayoría de l.ns enzimas 

c.utabólicas incrementan lo edud, el nivel de 

.adenosina deami.nasa no muestra ninKunA v;irinc:fón n diferen~in 

de éat:as (JO). Hay considerables evidencias de que tanto la 

hidrólisis de AHP la fosforilación de adenosina 

ocurren simultfíne.:imcntc (21) • lo cual' es un requerimiento 

necesario para su intcrconversión. 

·Arch y Newsholme indican que para comprender el significado 

de este ciclo es importante apreciar que la kinasa tiene unn 
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baj.J. Km pnra ndenoslna, mlcntran que ln de la dcaminnsa ca 

aproximndame1ltc 50 veces miía nlta. l:'.n realidad, l., Km pnra la 

kinnsa es mifo baja que ln concentración total de ndcnosinn 

el. tejido, bajo condiciones basales, pero, ya que la 

concentración intracelular en de algun;1 mancrn miÍti baja que 

la conCl!Otración cxtracelul.-ir. la Km de la kinasa y ln 

concentración intracelular son probablemente similares. Por 

consiguiente, ln klnasa puede alcanzar la saturación con 

suatrato, aún hajo condiciones b<'H;ales, mientra.a que la 

concentración de adenoi>ina inferior que la Km de la 

deaminasa. Cuando la c"oncentración de ln adcnosinn 

incrementa, (por ejumplo, por un aumento en la nctividad de 

la 5' -nucleotidasa), la actividad de la ki.nana 

incrcm(!ntarú muy poco (ver figura 5). Consecuentemente, cnsi 

toda la adenosina producida adicionalmente, será mctabolizada 

por ln adenosina dcaminasa. Sin embargo, la única razón por 

la que podría incrementarse la actividad de la adenosina 

deaminasa bajo estas condiciones es el aumento en l.a 

concentración de adcnosina. El incremento la concentración 

de ADO debe ser mucho más grande que el increnu:mto en la 

proporción de ln producción de ADO, como lo muestra el 

sencillo cálculo siguiente: 

lO (IS) 

~--~. 1(5) 
AMP Abo -------+INO 

~ 
9 (10) 
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Las cifras indicadas fuera de los paréntesis. representan el 

flujo de residuos a través de reacciones en sir.unción bnsal. 

Los valores dentro de los paréntesis representar. el flujo 

después de que la activ.idad de la nucleotidnaa ha 

incrementado en uu 50%. Ya que la adenosina casi satura la 

kinaf:Oa, 80% del flujo incrementado es mctabolizado vía la 

dcnminasa. La únicn manera por la cual la de aminas a puede 

incrementar su actividad de a 5 veces, es por un incremento 

du por lo menos 5 veces en ln concentración de ADO. De este 

modo, el cambio en la actividad de la nuclcotidasa es 

amplificado y hay un gran cambio en la concentración de ADO. 

De hecho, la at!1plific.:1.ción puede ser conaidcrnblemcntc tn.5s 

grande que ln mostrada en el esquema. ya que la adenosinn 

kinasa de algunas especies es inhibida por concentraciones 

de ADO que son sólo ligeramente mayores que ln Km. Entonces, 

cuando el flu.10 n través cíe l<l 5 1 -nuclcotidnsa se incrementa, 

el fl.ujo través de la adenosinn kinasa puede 

disminuirse (21). 

2. S. 5 XANTlNA OXIDASA. 
( E.C. l.2.3.2) 

Hace miis de 70 años se reconoció la existencia de una 

enzima que c11tn1iza ln oxiduciún <le hipo:-:nnt{nn y xnntinn n 

ócido úrico en tcjidtrn de tnnmffcron. Unn negundo oxidnan que 

c:ataliza la oxidación de diferentes aldehídos, fué aislada 

' postericrmente por Schardinger. En estudios subsecuentes se. 

demostró que las dos enzimas eran idénticas. El nombre de 
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Xnntina Oxidasa se escogió porque entre varios sustratos, la 

velocidad de oxidación de xantina y de hipoxantina a ácido 

úrico es la miís rápida y el valor de Km es el más bajo. 

La mayorí.a de los datos para la xantina oxidasa se derivaron 

del aislamiento de la enzima de la leche de vaca. La X.O. es 

una flnvoprote!na compleja que contiene un FAD+ y dos 

centros de Fierro-Azufre del tipo de la ferredoxina en cada 

una de sub unidades que son independientes. Se han 

reportado bajas especificJ.dades para ambos: el sustrato y el 

aceptar de electrones. Se han descrito más de 100 diferentes 

compuestos como sustratos, por ejemplo, purinas, que son 

hidroxiladas y aldehídos que oxidados los 

correspondientes ácidos carbónicos (31). 

Además del oxígeno molecular, pueden emplear otros 

aceptares de electrones. por ejemplo, colorantes .como el azul 

de metileno, 2 1 6-diclorofcnol, indofenol, etc 4. 

En loa mamíferos, ln X.O, está: ampliamente distribuida: 

puede detectar el. citosol de células de hígado, r.iñón. 

células mucosas de jejuno, etc. En glándula mamaria y leche, 

la X40. está unida a los microf:.lomoa y pa.rt!culus s1m1larcs 

(JI). 

La xantina Oxidas.a es una proteína conjugada cuyo grupo 

prostético está formado por molibdeno y fierro en un 

porcentaje aproximado de 044%. 

Es una oxidaaa dependiente de flavin1t (FAD-flav.!n-adenín-
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dinuclcótido). 

Se ha reportado que la mnyor pnrte de la actividad de la 

X.O. de sobrcnadnnte de hígado de rata aparece como una 

deshidrogenasa NAD+-dependiente (llamada tipo D); ésto 

condiciones de mínima manipulación técnica, lo cual sugiere 

que ésta es ln forma existente fisiológicamente. Lu enzima 

convertida .:i u1:a oxidaan (tipo O) por grun variedad de 

tratamientos del sobrenndnnt:e. como lo son el alm.acenamiento 

a -20ºC, tratamiento con enzimas protcol!ticas. preincubación 

antes del ensayo con fr11cciones t;ubcelulares particuladas o 

condiciones auneróbicau • trn tnmiento disolventes 

orgánicos o 

preincubación 

carbón. Sólo loo cambios ohservadoa bajo 

cond!cionc.s anaerobias oc pueden revertir 

incubando n 37ºC en aire. 

Con la X.O. de sobrenadante de híg.1do humano, se han 

observado cambios similares• mientras que en otros órganos de 

rata examinados• la actividad <le a enz.ima apareció 

enteramente como una oxidasa. 

í'.n.tnliza lnn H1r,uicntetJ rcncc1oneH: 

FORMA O: 

Xantina + H20 + NAO+ ----? ác. 1ír1co + U.ADU + lf+ 

FORMA O: 

Xnntina + H20 + 2 02 ---7 ác. úrico + 2 02- + 21F 

F.l lón trnperóx.ido que se forma durante la reacción de l.a 
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form.• o. es convertido .1. peróxido de hidrógeno por .acción de 

la cnzim.i. 1.rnperóx::Ldo dinmutasa (32). 

Est<w dos actividades oe han interpretado que non deb!das a 

las dos forma~; intcrconvertiblcs de In X.O •• Los mecanismos a 

través de los cuales se considera la posible conversión de la 

xantina deshi.drogen<J.sll J n xnntinn oxidas a se puede 

restringir a dos tipo.a. prot:eólisis, qu~ es irreversible y 

modif.icaclón(cs) a los grupos t1ol (reversible), por lo que 

ha observ:1do que el d1t:iotreitol (protector de grupos 

sulfhidrilo) previene y revierte esta conversión. (33) 

La forma fisiológica (D) de la enzitna es inhibid.a por NADH 

el cual es un producto de la reacción, en una proporción del 

50% de inhibición algunos segundos después de iniciada la 

reacción, sug:i.riendo que este sistema puede ser part'C! del 

mantenimiento del equilibrio entre las vías de la bios!ntcRis 

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

Ln conversión de la X.O. de tipo D en tipo O puede 

posibl.e ta111hi¡;n cr: tcjl.Jus isquém.tcos ("in vivo"). Por lo quC! 

se piensa que tíPnc importancia pacofisiológica en el caso de 

necrosis tisularen por isc¡ul!n11a, debido a la producción de 

radicales lillres. 

La primera fucutt: de producción de superóxido en tejidos 

reoxigenados parece ser la X.O.,, liberada durante la isquemia 

cuya transform."lción parece ser debida un ataque 

proteolícico ntt~diado por calcio hacia la deshidrogcnasa. Los 
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tejidos rcperfundldos hun sido protegidos por una gran 

vnriednd de modelos de laboratorio por medio de 

"seCUl'.!stradores" de radicales superóxido o radicales -OH o 

por nlopurinol u otros inhibidores de la X.O. (35). 

El interés en estn enztm:1 .:on el caso <le este trabajo 

debido principalmente a lo que se ha reportado acerca de 

hiperuri.cemi.n f.nducid:1 por etanol. (36); como se ha comentado 

anteriormente, el consumo de etanol ha asoci.ado 

trndicionalmentc la hlpcruricemia y en personas 

suacept.ibles, a artritis gotosa ngudn. Experimentalmente. en 

personas alcohéil icns • se ha visto que hay una producción 

elevada de ácido úri.co. Asimismo_. en pacientes sanou que han 

sido sometido& a dosis de alcohol, aumenta el nivel 

plasmático dC: .'icido úrico. (36) 

Tambi~n se hu sugerido que una hlpoxia relativa puede estar 

involucrada en la patogéne:>is del dnño hepático inducido por 

etanol, ya que el tratamil'.!nto con etanol produce 

incremento en la relación del consumo de ox!geno hepático en 

rebanadas e hígado pcrfundido. (37) 

Sin embargo, estudios recientes en el Al.cohol Keacarch 

Ccntcr, indican que no existe una hipoxiu directamente en el 

hígado como resultado de la intoxicación alcohólica, sino que 

lo que se modifica es la capacidad del hígado para consumir 

el oxfBeno que le está siendo proporciona.do adecuada.mente por 

la sangre. (Rolando Uernández. M. Trnbnjo no publlcncÍo). 

En modelos experimenta.les 1 c1 daño hepiÍtico inducido por 
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hipoxia se aumenta por el etanol, debido n que la X.O. 

convertid.'l n su forma O por la hipoxia, dando lugar a iones 

de radicales Ubres. El acetnldehído producido por el 

metabolis1110 del et:rnol puede a su vez ser oxidado por dicha 

enzima aumentnndo la c~ntidad de espcctes reactivns y por lo 

tanto incrementar el daño hep.:ítico. Al tratar con alopurinol, 

inhibidor de la X.O.• se revierten todos los efectos (37). 

Se sabe que La sobreproducción de iícido úrico puede dar 

lugar a la enfermedad llamada gota. donde la elevada 

concentrnción d.~ ii~lclo úrico provoca que é;.tc precipite y 

cr .istnllcc en la orina formando cálculos renales y lesionando 

al riñón. }'.:n los tejidos cartilaginosos pueden formarse 

también depÓRÍtoa de ácido úrico, provocando fuertes dolores. 

Algunos antecedentes interesantes acere.a de la acción de la 

adenosina sobre el aumento en Jos parámetros cmergCticos 

(niveles de AMP, ADP ATP), nos indican que bajo diversos 

tratamientos el tiempo de acción de la adenosina varía; con 

rntaG int:nctns se observa el efecto de aumento de pariimctros 

energéticos hasta los 30 minutos (38, l+O); en ratas tratadas 

ce:. ct~:icl, é~t.c. <lura ho,,tc.J. Z l1uL·..i.::; (12,l.J) y con tratamiento 

h;isado en t~tr.,cloruro de C.'.lrbono, el tiempo de acciún ca de 

4 horas, (13). 

Lo anterior sugiriere que el metabolismo de la adenosina es 

más lento en los dos últimos casos, por lo que se trata de 

investigar en este trabajo si la actividad de las enzimas que 

met:abolizan a la adc:iosina están modificadas bajo el 

tratamiento de intoxica~ión aguda y crónica con etanol, ya 



que estas cnz!mas serían las reaponsablea de que el tiempo de 

acción de ln adenos!na ne encuentre retardado bajo los 

tratamientoi:i mencionados anteriormente y pudieran ;1clnrar la 

hiperuricernia postetanólica. 

Adcmá:~, GC <lcbi.:!. mencionar que estudios de ritmos 

circúdico!1, la concentración de adenoRina varía según la hora 

del d!a o de In noche como rP~pucsL;:.; J la actividad de las 

enzimas quí! ln mctnbolizan (20), lo que not1 gufa de tal 

de catudlar dichas enzirn¡:¡s para conocer el 

comportamiento de !ll ndenosinn, 

En base a todo lo anteriormente expuesto, s~ llegó a 

plantear este estudio que está enfocado hacia el análisiH del 

efecto d~l etanol en el m~tabolismo de lu adenosina, 

comparado con animales Integras (condicionea fisiológicas), 

midiendo directamente la actividad de algunas de las enzimas 

que participan en dicho metaboliHmo: 

- 5 1 -nucleotidll!->'1 

- adenosinn kiuasa 

- adcnosina denminasa 

- S-ndePosil-hornocit:itCÍna hidrolasa y 

- xantiua oxidasu. 

Se escogieron estas enzimas yn que se hnn considerado como 

las representativas de cada una de las 3 etapas del 

metabolismo de la adcnoaina y de este rp.odo determinar el 

nivel en el cual pudiera estar afectando este metabolismo 

con la intoxicación con etanol. 
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3. MATERIALES Y METODOS 

3.1 H O D E L O E X P E R I M E N T A L 

A) MODELO AGUDO.-

Se utilizaron rntns macho raza Wistnr pesando 150-200g y 

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

Un grupo de ratas recibió unn dosis de etanol de 5 g/kg de 

peno. en ~olución salina isotónica al 63% (v/v) por medio 

de una sonda gástrica y al grupo de animales control. 

les administró una carga de glucosa isocalórica con el 

etanol por la misma vía. 

El tr~tmnicnto inmediato era de dos tipos: 

a) Solución salina isotónica ( 0.85% ) • por v!a 

intraperitoneal ( lml/ lOOg de peso) 

b) Solución de adenosina (ZOOmg/kg de peso). también por 

vía intraperitoneal. 

Los animales fueron sacrificados después de dos 

horas de tratnmieato teniendo de esta manera 4 grupos de 

exper.iaurntación principales: 

I. Glucosa + Salina 

II. Glucosa + Adenosina 

1.11. Etanol + Salina 

IV. Etanol + Adenosina 

Además se incluyó ot:r~ grupo: 

v. Ratas Intactas. Llls cuales 
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tratamiento (ratas control). 

B) MOilELO CRONlCO.-

Para este caso, $C utilizaron rat.as macho Wiatar de 120 a 

150 g de peso. Los animales fueron mllntcnidos en un régimen 

de 12/12 h. de luz-oRcuridad. A éstos se les admn!nistrabn el 

etanol en el n._:oa del bebedero de la Riguicntc m:incrn: 

-Solución de etnnol al JO% durAnte 10 q!as 

-Sol. al 12% durante 10 días 

-Sol. al 14% por días 

-Sol. al 16% poi· dían 

-Sol. al 18% por días 

-Sol. al 20% por días 

-Sol. al 22% 'por 8 días 

Este tratamiento 1 lcvó 11 cabo mnnteniendo In 

alimentación norm~1l de las ratas de acuerdo a lo 

establecido en el Iliotcrio, hnDta completar un tratamiento de 

aprol..imadamente B semanas. 

Al término de dicho tratamiento las ratas se mantuvieron en 

ayuno de 18 .1 2.0 i1 antes de cada experimento y ae les 

ndministró ya GC:l !:olución salina o solución de ndenosina en 

las mismas condiciones ya mencionadns para el Modelo Agudo. 

Los anímales control recibieron la: misma alimentación y 

acua a :;u gu~>tu, en vez de etunol. 

La.u ratnH 1wI intoxicudan oscilablin en un peso entre JOO y 

400 g cada unu. 
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De esta m.'lncra, se tenían otros cuatro grupos: 

VI. Agua + Sal.ina 

VII. Agua + Adenosina 

VIII.. Etanol + Salina 

IX. Etanol + Adcno~ inu. 

El grupo de r.1tns intactas (controles) es el mismo que 

par.1 el modelo ngudo. 

Despué5 dl• L:1n 2 h de tratamiento para cada modelo, 

los ltnlmaJ.cs fueron sacrificados por decapitación y 1.es 

extrajo el hígado y la snngrc rápidamente.. El hígado, para 

las determinaciones en:-:imáttcaa objeto de ente trabajo, 

y se colectó lu nangrc para otro.a cxpí!rimcnt:os que no 

serán i.ncluÍdos a<¡ui. 

El tiempo de tratamiento y las dosis empleadas 

la adrninist:ración de etanol. y ndcnosinu son semejantes a lo 

m..'lnejado antcrior::mcntc! en el laboratorio. ( 12 1 15). 

3. 2 DETERMINACIONES ENZIMATICAS 

3.2.1 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA 5'NUCLEOTIDASA Y 

ADENOSlNA DEAMINASA. 

Se utilizó la. técni.ca de Kisnki y Sakurada (41) para 

la determinación de la actividad de estas doB enzimas. 

a) 5'Nuclcotid:rsn.- P:1ra el cliso de entu cnz!nut. el 

fundnmento de I.1 determinación consJ.ste en adicionar. al m~dio 

de reacción una cantidad c'rnocida de AMP marcado ( 14c-8-AMP) 
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de tul manern de que la enzima del tejido lo convierta 

ndenosina + inosinn, que son productos finales rndinctlvos 

f,'icilment:e scparablcG por medio de electroforeHis en papel y 

conociendo la radiactividad obtenida en dlchofi productos, por 

medio del contador de cent:elleo, se puede calcular la 

actividad de la 5 1 -nucleotida6a. 

b) Adenonina Denminasa.- La. determinación de ésta, es muy 

parecida n la anterior, la diferencia de que el sustrato 

en este es adcnosina marcada ( 14c-8-Adenosina) y el 

producto es inosina radiactivn. 

3.242. ACTtVIDAD DE ADENOSINA KINASA. 

Para esta determinación se ha seguido el metodo de 

Long y Kalknuin (42) ~ utilizando el mismo homogenado de tejido 

que para las otras dos determinaciones. 

Se fundamenta en llevar a cabo una reacción de converaión de 

adenosina marcada ( ll4c-B-adenosina) en AMP en un 1J1edio de 

inctthnción con la fuente de enzima y despuéa de cierto 

tiempo~ separar el producto de la reacción por medio de 

filtración papel de celulosa Df.AE y contando la 

radiactividad presente de tal manera de corrclncionarln con 

la acc.ividn.d de la enzima. 

3. 2. 3 DETERMINACION 

HOHOCISTEINA HIDROLASA .. 

ENZlMATICA DE LA S-ADENOSIL-

La deten:r.inación de cstn enzima se hizo de acuerdo n 

Suárcz M, 1987, (43). 
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Fundamento: El ensayo se basa en seguir el curso de l.a. 

reacción de la enzima 260 y calculando la 

aútividad enzimática a partir de lu desaparición de sustrato. 

Medio de homogenización: 

Sacarosa ••••••.. 0.25mol/L 

EDTA •••• ,, •• , ••• O. lmmol/L, Tomando en cuenta 9 volúmenes 

de tnedlo de homogtrnJ 7.llC tón por l de tej !<lo. 

Medio de Incubación: 

llEPES ••••••••••• 2Saunol/L 

MgClz •••••••.•• ,2mmol/L 

NaH2P04 ••••••••• O. l tnmol/L 

Pnra este ensayo ae utilizó un c:1pcctrofotómetro dE:! doble 

haz SLM-AMINCO modelo DW-2.C y trabajó a la longitud ile 

onda do 260 nm como se mencionó anteriormente, 

Se utilizó un estándar de 5-Adenosil Homocisteína de 

Sigma Chemical, Co, para relacionar la disminución en la 

pendiente de la cinética de la reacción 

En una celda de 3 ml se colocan: 

2. 5 ml de medio de incubación 

con el estándar. 

0.4 pmmol/L de S-Adenosil Homocísteina ( sustrato en 

final) 

2 µl de adenosina deaminasn (suspensión de 2 tng prot/ml). 

En este caso, la enzlma hidrolizará el 

HU!itrnto homocisteínn + .adenoHina y obAervnrú la 
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disminución en la absorción a 260 nm al ir reaccionando el 

sustrato. La adenosina., producto de la hidrólisis, al 

acumularse, inhibe a ln enzima por producto, por lo cual 

al medio de reacción le adiciona adenosina 

deaminasa el fin de eliminarla de la reacción. 

Las reacciones acopladas son las siguientes: 

SAH-H 
1. Adenosil-homocisteína ---------7 ADO + homociateína 

ADA 
2. Adenosina ----------7 inosina 

La reacción se inicia con 40 pl de homogenado (aprox. 

800pg de proteína) y se registra con el graf:i.cador el curso 

de desaparición de sustrato. 

3.2.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA XANTINA 

OXIDASA.-

Se han descrito varios métodos para la cuantificación 

de la actividad de la xantina oxida.en. 

En general. los sistemas de ensayo que usan xantina 

sustrato son más comunes que el que utili.za hipoxant!na, 

ya que este último implica una oxidación en 2 pasos; primero 

a xnntina y luego a ácido Grico. Los métodos máa comunes 

ut1!i7.nn el cambio en nbaorbcncin en la región de 

ultravioleta a 265 ó 27P ntn, se puede calcular la 

actividad de la enzima por desaparición de xantina en ese 

caso o a 292 nm por aparición de ácido úrico. Otros métodos 

espeC.trofotométricos miden la transferencia de electrones 
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color¿ntes. que son capaces de dcf~plnzar al oxígeno como 

nceptor de electrones. 

Se puede' medir el consuiuo 'dn oxígeno, usando 

técnicas manométricas o un electrodo sensible al oxígeno. 

La mayoría de los métodos más sensibles usan Cl4-Xantina 

marcada o hipoxantinn como sustratp. La ociividad de l:i 

Xantinn Oxidnsa se calcula entonces ' a parti·r di! ir .. 

radiactividad del ác. úrico formado. 

Par:i el presente trabajo se hizo una modificación al 

método de Stirpe y Della Corte (33, .4q) 1 que se .basn en la 

detección Je la aparición de Óc. úrico 11 292 nra •. Deb ¡do a 

que el método seguido para cata determinación se dcsarrol.ló 

como parte del trabajo experim~nta~ de la tesis 1 

considerará su descripción dentro del capítulo de resultados. 

3.3 OTROS ENSAYOS EXPERifiENTALES 

3. 3. 1 DETERHINACION DE PROTEINAS. 

I.n determinnción de la conccntraclón <l~ proteínas en los 

homog"enados de tejido~ se realizó aCgún el método de Biurct • 

utilizando estándar de albúmina sérica bovina de 2.5 

mg/m1 (45). 

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

HIC.ADO, SOBRE LA DECRADACION DE PURINAS ~ 

Con el objeto de observar ln. influencia del etanol en el 
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metabolismo pur!nico "in vivo 11
, se trataron 4 grupos de ratas 

como se indicó p.ara el modelo agudo de etanol y ~e a1indió 

grupo control de ratas sin tratamiento. Después de 2 horas de 

tratamiento, sacrificaron por decapitación y se recolectó 

la sangre en un frasco de plástico con heparina y con el 

hígado ' se hicieron rebanadas de 26 micras de espesor 

utilizando la rcbanadora de tejidos: .Me ~lwain Tissue 

Chopper, se incubaron 500 mg de rebanadas en 5 ml de no lución 

de Krcbs-Ringcr-fosfato con la eiguiente composición: 

-Cloruro de sodio •••••••••• 128. Ommo1/L 

-Cloruro de Calcio ••••••••• 1.4mmol/L 

-Sulfato de Mngnesio ........ l .lnmnol/L 

-Cloruro de Potasio •••••••• 5.2mmol/L 

-Fosfato dibásico de sodio. !O.Ommo1/L 

A través de esta solución se hace pasar una mezcla de 02/C02 

(95% - 5%) durante 15 minutos y después se ajusta el pH a 

7 .4; la incubaciOn se realiza a 37ºC durante 30 minutos y 

después se co1ocan las muestras en hielo. 

En el ::;obrcn;:i.d•mtc oc mide la conccntr.:ición de ácido úrico 

que liberaron las rebanadas y también se mldc en el plasma de 

cada muestra de sangre recolectada por medio del siguiente 

método colorimétrico, basado en la reducción del ác. 

fosfotúngstico por el ácido úrico, en medio alcalino a azul 

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

Material biológico: ltnl de plaoma o de aobrenadante. 
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Reactivos: Ac. sulfúrico l. 66 mol/L 

Tungstato de sodio 10% 

Ac. Fosfotúngstico. 

CaYbonnto de sodio al 14% · 

~·a trón de ácido úrico l mg/m.l. 

Rcaccivos de trabajo: Ac. SulfúrJ.co 0.166 .t1ol/l 

· pat:rón de ác. úrico lmg/lOOmi. 

Procedimiento: 

Desproteinización de la muestra: medir Bml de ác. sulfúrico 

0.063N, añadir l m1 de muestra y 1 ir,l de tungstato de sodio 

al 10%, filtrar. Medir en tubos de ·ensa~e: 

Blanco· Tescigo Problema 

Agua do?sti.ladn •••••• , ••••••• Jml 

Patrón de ác. úrico lmg/dl.. Jml 

muestra desproteinizada ••••• 3m1 

iic. fosfotúngstico •••••••••• lml lml lm1 

Carbonato de sodio al 14% .. lml lml lm1 

Agitar vigorosamente cada uno de loa tubos, dejar reposar 15 

minutos a temperatura ambiente (21 ºC). Leer inmediatamente a 

710 nm contra el blanco de. reactivos. 

Cálculos: 

Abs. Problema 

Abs. Testigo 
X 10 .. mg de Be. úrico / 100 m1 

Los r.enctivos para esta determinación fueron donados por el 
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Laboratorio Central de Reactivos de la Secretaría de Sa.lud. 

La concentración de ácido úrico para cada determinación, se 

relacionó a1 peso húmedo de las rebanadas y al tiempo, para 

expresar los resultados como 

mg ác. Úrico/ g peso húmedo/ hora. 

3. 3.3. E1'~ECTO DE LA ADENOSINA "IN VITRO". 

Otra metodología empleada para medir el metabolismo de la 

Adenosina "in vitro" fue incubar con adenosina de 
-8 -5 

concentraciones finales 10 y 10 mol/L. rebanadas de 

h!gado de ratas intactas (sin tratamiento) y de ratas 

tratndas con etanol + solución salina (2 h) en solución de 

Krebs Ringcr fosfato y medir la concentraci6n de ácido úrico 

del mismo modo que el anterior para observar las variacionee. 

3.3 .. 4. EFECTO DEL ETANOL ADICIONADO "IN VI.TRO" .. 

De manera similar, para analizar el efecto del etanol sobre 

el metabolismO purínico "in vitro 11 
• mantuvieron en ayuno 

ratas sin tratamiento por 18-20 h. Se sacrificaron por 

decapitación y el hígado se corcó en rebanadas de 26 micras 

de cspcaor en el Me llwaln Tli,u,¡,ue Chopper. Estas se colocaron 

en medios de incubación que contenían: 

a) 5 ml de Krebs-Ringer fosfato. 

b) 5 ml. de Krebs-Ringer fosfato con 25 mmol/L de etanol. 

e) 5 m1 de Krebs-Ringer fosfato con 25 mmol/L de etanol y 

100 µmol/L de adenosina. (18) 
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y se añadió otro ensayo: 

d) 5 rol de Krchs-Ringer fosfato con 25 IIllllOl/L de etanol y 

25 mmol/L de adenosina. 

Se seleccionó la concentración de adenoaina de 100 lJ mol/L 

debido a que se conocía como la efectiva para modificar el 

met<J;bolismo del etanol "in vitro11 (18). La otra concentración 

de 25 ~ol/L. fué escogida de mnncra arbitraria. 

Se escogieron estas concentraciones de adenosina debido a 

experiencias anteriores en el laboratorio. 

Se incubó con agitación moderada durante 2 h a 37"'C. 

Pasado tiempo. colocó en hielo para detener la 

incubación y 6e transfirió a tubos de centrífuga para separar 

el sobrenadante, en el cual. se determinó la concentración de 

ác.· úrico espectrofotométricamcnte por el método 

anteriormente descrito; y con las rebanadas. se hicieron los 

homogenndos correspondientes para la determ.in.ación de AK~ ADA 

Y SAIHI. 

El sistema de reacción n) ~ corrczpondc a ld.s condiciones 

del animal control. en el caAo b). se conoce el efecto del 

etanol y con las muestras e) y d). el efecto de la ndcnosina 

sobre el etanol a diferentes concentraciones. 

3. 4 CALCULOS. 

L- 5'NUCLEOTIDASA.-

Para calcular la actividad de la 5 'Nucleotidasa. se 

torna en cuenta la radiactividad obtenida al final de la 
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reacción, tanto en los productos como en los reactivos que 

quedaron sin reaccionar, por separado. Asimismo, hay que 

considerar ln concentración de ATP (75 nmolas totales) que se 

colocó en el medio de incubación para cada prueba y el tiempo 

de incubación ile 5 min. 

La actividad específica de la 5'-Nucleotidasa. expresada 

ntaolas de ATI1 hidrolizado / min / mg de proteína se 

calcula así: 

75 nmol x (cpm Ado + cpm Ino) 
nmol/min/mg prot: -------------------------------

5 min x mg prot x (cpm ATP+Ino+Ado+Ade) 

de. donde Ado• Adcnosina 
Ino• Inosina 
ATP• Trifosfato de Adcnordna 

y Ade"" Adenina. 

2.- ADENOSINA DEAMINASA.-

En el caso de la Adenoaina Deaminasa • se hace la 

misma consideración, en cuanto a la radiactividad de 

sustrat:os y producto, sólo que la concentración de sustrato 

es diferente: 15 nMolas totales de Adenoaina, con lo cual 

se calcula 1a actividad específica de la enzitna utilizando la 

siguiente fórmula: 

J 5 nmol x cp:n InoJ:».lrw 
nmol/min/mg de prot 

5' min x mg prot x ,Ccpni Ino+Ado) 
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J.- ADENOSINA KINASA.-

En cada muestra para la determinac1.ón de Adenosina 

Kinasa, se tiene un blanco y un total de radiactividad que 

hay que tomar en cuenta para calcular la actividad de lo 

enzima. con estos datos se realiza la siguiente operación: 

cpm problema-cpm blanco 
Rndi..actividad relativa 

cpm total 

Rad.. rel. x 4 nmo1 
nmol/ndn/mg de prot -

5 min x mg prot en la muehtrn 

4. - S-ADENOSIL l!OHOCISTEINA HIDROLASA 

Para los cálculos en el coso de la determinación enzimática. 

de la SAll-H. se toma en cuenta la absorción de 100 pmol de 

SAH (estándar) a 260 nm en el eapec:trofotómet:ro de doble haz. 

En el momento del ensayo, se registra gráficamente la 

vari..ac:ión de absorbencia/mi.n de la hidrólisis de SAH, debida 

a la enzima y se relaciona con la del estándar, esto se 

obtiene calculando la pendiente de la gráfica que resulta de 

la reacción (velocidad de reacción) pni-fl reAli:r.a:r el 

siguiente cálculo: 

Abs estándar ----100 pmol 
Abs ~/ruin problema -- · X 

X - pmol de SAJI hidro11zndo/min 
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Este valor relacionado con el contenido total de prote!nn. 

en ei tejido uti1izado, permite ·calcular la actividad 

específica expresada como: 

pMol / min / mg de proteína. 

Los resultados se expresaron como 'el promedio ±: el error 

estándar dl! al menos 4 experimentos. Para conocer el número 

exacto de repeticiones para cada ensayo o los datos 

numéricos. se pueden consultar las tablas que se anexan al 

final de la tesis. 

Las 1etras que se encuentran sobre algunns de las barras de 

cada gráfica corresponden a la significancia estadística• la 

cual se ha calculado de acuerdo al método de t de student, 

comparandQ cada dato de cada barra con su respectivo control. 

En los casos donde se han omitido las letras sobre las 

barras, es donde no se encontró significancia eotad!sti.ca 

para los valores de act:ividnd enzimática. 
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4. RESULTADO$ 

Dentro de la parte experimental de este trabajo, 

encuentra la determinación de lns enzimas que metnbollt.an a 

ln adenosina, de tal mnnera que la sección de resultados 

dividirá en dos partes¡ primero la que corresponde a la 

actividad de las enzimas que metnboJ_izan ·a la adenosina 

directamente: lo 5'-N, ADA, AK, y SAH-H durante lo. 

intoxicnción nguda y crónica con etanol en h!gndo du rnta; 

posteriormente, dentro de este miamo capítulo, se presentará 

ln técnica desarrollada para la determinación de la Xantinn 

Oxidas.i, otra enzima del metabolismo de la ndcnosina, que 

fué la más Cstudiada dcntt:o de este trahnjo, junto con los 

resu1tndos obtenidos en la medición de· 1a actividad de dicha 

enzima l!f.l- cnc\n unQ de los diferentes modelos experimentales. 

4.1 ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS QUE METABOLIZAN A LA ADENOSINA 

MODELO DE INTOXICACIDN AGUDA f,ON ETANOL 

EXPERIMENTO "IN VIVOn 

l. Actividad de la 5 1-nucleotidnsn.-

En la FIGURA l se puede apreciar, que la actividad de la 5 '­

nucleotidasa, referida a mg de proteína no se modi.fica 

significntivamente con los diferentes tratamientos, 

comp,..1ratl.vamente con las ratas intactas (sin trat:amiento) .. 

2.- Actividad de la Adenosina deaminaen.-

En el 'caso· de la adcnosina deaminasa, en ln FIGURA 2 ·se 

observa solamente. un aumento de o. 4 ve.ces con glucosa+ADO, 
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pero no con eJ etanol, ni con el tratamiento simultáneo de 

etanol con \idenos!na. 

J.- Actividad de la Adenosina klnaan.-

En la 1-"IGURA 3 • se puede ver también la actlvidnd de la 

a denos ina kinasa. Exiaten pequeñas diferencias• 

significativas, la respuesta al tratamiento con etanol. 

sin embargo, hay cambio en la reBpue.t1ta a la adenosina al 

igual que con la adenosina dcam!nasa de manera que se aumenta 

ln act!.vldad de 0.045 mnol/min/mg a 0.074. Lo mismo sucede en 

el caso del trato1miento con etanol máu adcnoainn. 

4.- Activipad de la S-adenosil-homociste!na hidrolasa.-

Con respeto a la SAH-H, en la FIGURA 4 se observa que existe 

L1umento en la actividad del 14% el c.:iso del 

trat;1micnto glucosa más ndenosina. que no 

estadísticamente significativo debit.o al error estándar. gn 

el caso de ln respuest¡i al etanol, t.ampoco se nfectn lil 

respuesti de ln actividad de· 1a enzima, es decir. no tiene 

efecto aprCciable. 

Si conuldern que la 5 1 -nucleotidcJSa y la SAH-B. 

constituyen las enzimas encargadas de la formación de 

adenosina, se puede ver que e1 alcohol contribuye a 

modificar la formación de ésta en el modelo agudo 11in vivo". 

y con respecto a laa enzimas de utilización (Adl!nosina 

kinasa) y degradación (Adenosina denminnsa), tampoco se 

afectan con los mismos tratamient.os. 
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FIG. 1 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA 5 1 NUCLEOTIDASA 

MODELO AGUDO DE INTOXICACION CON ETANOL . 
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA ADENOSINA 
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DE INTOXICACION CON ETANOL. 
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FIG.4 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA S- ADENOS!L­

HOMOCISTE1NA- HIOROLASA. 
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DE INTOXICACION CON ETANOL . 



4.2 ACTIVIDAD VE LAS ENZIMAS QUE METABOI.lZAN A U ADENOSINA 

MODE"LO CRON l CO 

EXPERIMENTO "IN VIVOº 

Se. renli7-nron J.1.s mismas decerminacioncs cn<!lmácicas para ~1 

caso del mo ielo :tgudo <le into>:icac!ó.1 c<:n etanol. .Este 

mc:delo experimental se encuentro. explicado con dec:al1e en el 

capítulo de maceri<tl~~ y rne'todo!-1~ 

S.- Actividad de la 5'-nucleotidnsa.-

Observa.ndo bl FIGURA 5, ~e puede dct> ctnr que t:.ampoco 

existen caml>ios .,precia.bles en l~"l t.cti~. ldad de 1•stu enzima 

que es una de la:;; cncargad.:ts de l:i íorroa.ción de ln adencrnina • 

ni en respu~st:a a la intoxicación con l!tanol, ni en el caso 

de tratar a .l.Js animales con etanol miif\ mtcno!Jina. 

No se pueden referir los resultadas de los 2 modt-los. tanto 

agudo como crónico, como comparnbles, se toman en e~enta por 

sepnrndo, ya que en el segundo modelo, las ratos utilizadas, 

después del cr.i ... 1.m.tento crónico, tenían mayor edad qu.- lnf; 

de] cnso .:lguJo. Aquí es importante t:omar en c.ucnt:a la ednd 

de Jns cata ... , '1 il que pucúcn existir variac;foncs los 

vnloccE nor.n<1l<.: .. cfo cndo. enzim11 dehí<lnH n ln c•lad; ndcmtín f}ut-• 

Jo~ 1,.:ontro.lctt Lnnt:o tic solución nnl l1;;l 

el caso de l 1 lntoxicoctiin crónic.:1, 

ele ttdonou tnu, 

involucrtln a ln 

glucosa ~tdmiristra.dn por intubación gástrica~ 61.no que 
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FIG. 5 ACTIVIDAD ENZIMATlCA DE LA 5'- NUCLEOTIDASA 

MODELO CRONICO DE INTOXICACION CON ETANOL. 



únicamente fie les administra intrnperit:onealmcnte la solución 

salina o la 'adenosina, 

6.- Act:ividad de la Adenosina deaminasa.-

En la FIGURA 6 presentn J.a actividad de esta enzima. En 

ella se observa una ligera disminución con el tratamiento de 

agua + adenosina, de 4.06 o 3,26 nmol/min/mg de proteína, 

siendo que el t:ratamient:o crónico con etanol + ndenosina 

evita esa disminución y al contrario, se incrementa un poco 

por arriba del valor correspondiente para lns rata~ inracta s 

(4.86 nmol/min/mg). No hay respuesta significativa para el 

caso del etanol solamente. 

7 .- Actividad de la Adcnosina kinasa.-

Para la determinación de esta enzima, el análisis de la 

FIGURA '/ indica que el modelo crónico refleja aumento 

que significat:ivo para el caso del etanol (p~. l). Este 

aumento es retornado a valores norma.ies por lü adenosina .. 

Se observa tnmbién un aumt?nto agua + solución salina. que 

el caso de agua + ADO, no se ?resenta. Se puede pensar en 

el estrés provocado por la inyección dt1 solución salina pero 

la ADO también se inyect:a entonces se sugiere que é::ita 

evita el est:rés, lo cual ha sido observado en el laboratorio 

con anterioridad (datos no publicados). 

8.- Actividad de la S-ade11osil-homo1..istc·~na i.idrolasn.-

Con respecto a la SAH-H. existe t•n aumento del 20% t>rovocado 

55 



nM/mln¡mq 

6.0 

5.0 

4,0 
o 

~ 
~ 3.0 "' 

"U 
o 

-o ·;;: .,,, 
2.0 V o 

1.0 

l. A.S. 

l. AATI\ INTl\CTA 
A.S. AGUA - 8A.J.,J.NA 
A. A.. AGUA. - ADi::NOS ItU\. 
E.S. F.'l"AllOI, - S•.l,lNI\ 
ti'. A. ETANOl, - ADENOS IMA 

~'* 

A.ti... E.S. E.A. 
grupo 

FIG. 6 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA ADENOSINA 

DEAMINASA. 

* p< 0.01 

** p<0.1 

MODELO CRONICO 

DE INTOXICACION CON ETANOL. 



·ª "" §. 
"' -,, 
o 

-:>< 
> 

"-<= 
V o 

nM/min/mg 

0,09 

0.07 

o.os 

0-03 

0.01 

l. AS. 

I . RNl'l\ J r ."t'AC'. 'A 
A.S. AGUA - SAl,lrJA 
;,,A. AGUA - F·d)ENOS1NA 
E.S. E'l'At1QJ, - SAT.íNA 
E.A. ETl\NOJ. - Alll-NOSINA 

~~ 

grupo 

AA E.S. E.A. 
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por la acción de 1a adenosina. Lst:e ~umei't:o c., evitado por el 

etanol. El et;1nol por s! solo no tiene ('fect•1 npreciable. 

(FlCllllA H). 

En la actividad de la adenosina dcaminasa y adcnosina kinasA 

que son en::.imuH de degrndución y utilización respect:iv.ament:e, 

ne ·empiezan ;i ohHcrvur cnmhloH ligeroh ~¡uc ~·11 :.• 

promovidos por el etanol, Rlno que se conHjdera que podr!un 

dcbl:!rtie n la 1J11nd di.! los anirnnles, 
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4. 3, OPTIMIZAC!ON EXPERIMENTAL DE LA DcTERMH<ACION DE LA 

XANTINA OXIDASA 

En este capítulo, se presenta la técnica que se desarrolló 

como parte del trabajo experimental de esta tesis. pnra la 

determinación de la actividad de la Xantina Oxidni:;a 

La determinación dp.; la Xantina Oxidnsn implica una técnica 

en la cual se pueda detectar la actividad tanto de la forma D 

de la enzima (deshidrogenaea NAD+ depcndicntE!) • como de la 

forma O (ox!Uasa) que se han mencionado anterionnente. El 

ácido úrico, producto de la reacción, es comú.1 par.:1 l:u .. dos 

formas de la enzima; el NADU es un producto secundar lo de la 

primera y el pcrúxido de hidrógeno para 111 segundo. Con l!llo, 

el fundamento del método consiste en detectar ln actividad de 

la forma O por medio de la formación de ácido úrico a 292 nm. 

la actividad de ln. forma D se conoce con la medición de lÍcido 

úrico a 292 después de haber adicionado NAD+ ul medio y 

pr i ncip.llment:e por la det:erminación de t pr .. 1ducto secundario: 

NADH. 

a). Utilización de NAD.:!:. - Se realizaron ensayos con y sin 

NAD+ resnectivnmentc, )'<l GUO:: 1.:i. forma lJ de la enzima lo 

u ti liza COL10 cocnz i.ma Se raidió la fonnaclón cJel produr:.to 

principal. ácido úrico, a 292 nm antes d(.;. agregar el NAO+ '/ 

después de adicionarlo al medio de reacción (Fit<>· 9,10,12 y 

13) • La actividad de la forma D de la cnzimn, c;ilculó 

valorando la formación de NADH a 340 nm (Figs. 11 14). 

Todas las determinaciones se realizaron en 
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cspt!ctrof0tón11.tro de. doble haz SLM-AMINCü m01hdo n¡.¡-::c 

portaceldo.s con bailo de temperatura controluda a 2JºC. 

b). Eliminnción del :-.;ADH.- En algunos c<tsos, 

añadió piruvato y lactato deshidrogenasa pnrn regenerar 

el NAD+ inmedin.tamente de que se formn el NAOH, para 

determinar J :1 .1ctividad totnl de la (•n:~ lmn, yn que He hn 

informado que el. NADl-1 que se íorrn..¡ dur,,ntc la nu1cción inhibe 

parcialmente a }a Xant:ina Oxidnsa en pocos segundos (Della 

Corte y Stirpe, 1970) (47). En el caso de las gráficas 9,10, 

12 y 13, los dos últimos grupos de barras representan los 

resultndos de la actividad de la xantina {.Jxidasu en donde se 

ha eliminado el NADH al haber adicionado piruvat:o y lactato 

deshidrogennsa. En las figuras 11 y l 4, se observa ln 

nct:f.vidnd cn:t.imáti.ca de la forma D en prc:Jencia del mismo 

sistema regc11erador de NAD+. 

e). Protección Ditiotreitol (DTT) .- La enzima se 

sJntctiz.a baj::i le. forma de deshidrogennsa Si la 

homogeniz.ación del tejido no se hace con cuidado 

transforma en la enzima tipo O, como resultado de una 

oxidación de grupos sulfhidrilo o de una proteólisis 

parcial. Se tiene que homogeneizar n 4°C con amortiguadores 

q\.1e concengan 1nhibidorus éc !:i: 

oxidación de grupos sulfhidrilo. !k Cord • 1985, (35). 

Con. el .fin Je observar el efecto como protc.-:.tor de grupos 

sulfhidrilo. utilizó Ditiotrcitol ( D'l'T) , empleando 
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comu ci;..ntro1 ensayos ~in D1"T. 

determinación con IJT1', ii::::te 

En cJ c<Mo de lncer la 

:.id 1 clonó .11 r,-,ed!o c!e 

homog1!ni;:ación en unn concentr.::ici6n fJnal de 3 m::io1/L 

Dichos resuJ ta dos se loca U.zan en l<ts griif icns 9 a la 14 • 

para ambos modelos de incoxicación con etanol. 

El h!gndo se homogenizó en Tris-HCl O. lr.iol/1. pH 8.1 

hiel.o (!• ~C) • de tal manera que se tuviera una relación de 1 

g de tejido en 5 ml de amortiguador. (Rowc v WyngnRrden, 

1966). (48). 

d)Pruc:_h'1s de optimiz;-ic!Ón cir>l hor:iogc:.1.:i.do.- Da:. acuerdo <l J.o 

public<ido por Rowe, el horno ge nado se tlene que t;-atnr por 

ultraaonido durante 2 min. centrifug<1r prínwro ¿¡ b:.ija 

velociJau (3500 rpm) y luego a alta velocidad (45000 rpm), 

Dl!spués de ello, el sobrcn.ud.:rnte dial!;:;, y con ello, 

obtiene la enzima parcialmente purificad.1, pero como ést~2 

era el fin de este t:rabajo, renliz.:iron variag p<t11!br:[1 con 

y sin desintegración por ultrasonido, centrifugando sólo a 

alta vclocidnd (45000 rpm), sin dializ,1r e:1 sobrenudant:c y 

con ello se obtuvieron resultados compnt·able.s: ;¡ los obtenidos 

con la enzima parcinlmcnt:c purificada: 

!.l.~~ 

Sin DTT. Con el homogenado tratado con ul trnsonido se 

obtuvo un;i activldnd de 1.1 veces lLl 1ctividacJ dt.:!l lwmoi~cnado 

sin trat ... r. 

ron PTT. Har;¡ogcuado tt-atado con ultr.nsonido: 1.06 veces su 

control .. 
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i! 340 !!!1.1_! 

Sin DTT. El homogenmlo trntndo con uj t.rn.sonldr. presentó 

.:ict:lvidod del. 90% de la obt.cnido. CCln el ;nismo homogcn11do sin 

trutar. 

Con DTT. El C!nsayo con el hetnogcnndo tr,1tado cun 

ultrasonido. tuvo una nctivldad d1?1 89;{ de la correspondiente 

a su control. 

la c:ongelnc lón del homogcnndo r;obre la actividad de la 

enzima, con el fin de conocer la estabilld;1d y la posihilid,1d 

de nlmacennr las muestras congeladas ha~ta disponer d(• 

-ir.aterJal suflctente: pnrn nuliz,_¡r í'Or.teriorr.i~nte la 

detcrminnción simultánea de la ...-.nzin3 en cada Se 

encontró que la congelnci6n dismitl'Jye .la activl.dnd ~le la 

enzima. por lo cuu l la de c.crminac iOn de lI!.!t:i tiene que 

realizarse en el mismo d!a en que se obtiene la muestr<l: 

Si se toma en cuent.n la actividad enzimátic;:i de la xuntlna 

oxidasa del día O como el 100%, ésta va disminuyendo en loa 

siguientes d!as ::>cgún su ir.die a: 

292 

340 

DlA O 

100% 

100% 

(número Je eKp!!rimencos "" 4) 

60 

DlA 1 

8JZ 

58Z 

DIA 

73% 

25Z 



f)Cantidad de enzir.u1.- Se probó a~imismo ln cantidad i1ptima 

do homogenado para el ensayo, registt:;mdo gr[ific.nment:l! los 

cambios de absorción por unidad de tiempo , difcr .... •ntcs 

cantidades de ho:nogenn<lo, obtcniénn:lf;e lincraridad 

sensibilidad en el método con 0.05 ml dt.: homogenado. Las 

gráficas obtenidas son las siguientes: 

)4Üru" 

g) Determinación de la concentración de sustrato Se 

probat"on también difenmtes concentrucioncs de xant:ina, con y 

sin adici6n de DTT y Pir-LDH para poder determinar 1.a 

velocidad de la rcncci6n y comprobar que la velocidad inicial 

dv ln formación de iic. úrico y NhDH proporcional a la 

conccntrac:lón de xantina utill.:i.Uc. . Con ésto. obtener unn 

velocidad dt! reacción linc.al, sufic:icnt.c.mcntc observable, 

mcdible y cunnti ficnblc.. En el cm;ayo ne ut tliz.Ó una 

concentración final de 60 µ mol/L L.o. griíficn real.izndn 

292 mu con di (e rentes cantidades de horno ge nudo• se muestra a 
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continuación: 

1 .,¡" 

Algunas ~onsideraciones importantes sobre la técnica ~on las 

siguientes: 

Con el objeto de valorar la actividad tant:o de la forma O 

de la forma D de la enzima, ae midió· la v~locid.:ld de la 

reacción y se determinó la velocidad inici«l sin adicionar 

NAD+, para ln form;¡ O después de observar una disminución 

en ln velocidad de la reacción como resultado de la 

saturación de Jn enzima con respecto n su SUl'itrato~ lci 

adicionó NAn+, pnra iniciar ln rcnccüfo de la formn n de ln. 

Xantina Oxiuasa. La concent:ración <le NAD+ fue optimizndn 

tnmb:fi>n y He utilizó .'.l 60 µ41.ol/L de c:onccntración fin.il. 

Se observó asimismo que, utilizando xantinn como sustrato, 

la pendiente se incrementabn con la conccntr::ición adicionada 

de NAD+. 

Otrn variable del sistema fue eliminar el producto que se 
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acumula en la reacción (NADH), el cual inhibe a la xuntinn 

oxidasa. Para ello, acopló un sfstema de Piruvato-

Lactato Deshidrogenasa. 

La secuencia de reacciones acolpadas es la i:d.guiente: 

X.O. 
XilOtin.1 + NAD+ --------7 ác. úrico + N,\DH 

J.DH 
piruva~o + NADH -------°':--;> lactato + NAD+ 

Con ésto ::;e observó que, efectivamente, las pendientes 

(velocidad de reacción) se incrementaban al eliminar el 

NADH del medio, lo cual parece confirmar la acción 

inhibitoria del NADH sobre la enzim.:i. Cuando se realiza el 

ensayo a 340 nm, al agregar solamence NAD+, se observa 

una pendient:c de producción de NADH aún sin agregar la 

xantina, lo que indica que hay una gran cantidat! de 

deshidrogen:1sas !ncspecíficas el medio y su1;tratos 

oxidablC?s y por lo canto, hay formación endógena de NADH. 

Para evitar ésto, se agregó el NAD+ no a manera de iniciar la 

reacción, sino desde el principio y J.uego la xnntina para 

comenzar ln !'<!acción y ver el cambio la pendiente. 

Con ' ésto lu que se observa que Ja pendiente es di.> 

dcs.:.paiíción de NADH que se está formando y al mismo 

tiempo c!>tÚ 8ltmdo consumido por el sistema piruvnto-LDH. 

Finalmente. se llegó a laa condiciones de reacción 

consideradas como Óptimas para lu determinnción de la xantina 
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oxidasa para el modelo experimental y se 'mencionan 

continuación: 

MEDICION DE PRODUCCION DE AC. URICO A 292 nm. 

Después de sacrificar al animal, se extrae rápidamente el 

hígado y se homogeniza con amortiguador Tris-HCl 

O.lmol/L pH 8.1 en proporci6n (1 g ;5 ml) (tejido;l!quido). . . 
La muestra se centrifuga a 45,000 rpm durante 45 minutos y 

se obtiene el eobrenadante que es la fuente de enzima. 

Para el ensi:iyo se prepara lo siguiente para cada prueba: 

Blanco Problema 

Trie-HCl lmol/L pHB.l ••••••• 0.3 ml o.3 ml 

Homogenodo •••.• , •••••••• , • . • • • O. 05 ml O.OS ml 

Agua ••••• ;., •••••••••••••••••• 2.65 ml 2.59 ml 

se inicia la reacción con 

Xsntina 6 mmol/L •••••••••••••• 0.03 ml 

y se lee en el espectrofotómetro a 292 nm, después 

adiciona: 

NAO+ 6 mmol/L ••••••••••••••••• 0.03 ml 

y se sigue la lectura sobre el, mismo trazo anterior 

correspondiente a lo xantina. 

Con este ensayo se determinó la actividad de la forma O 

de la enzima• tanto con un homogenado con DTT como sin DTT • 

en una concentración final de 3 mmol/L. Para medir la 

actividad de la forma D de la enzima después de haber 
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reaccionado' toda. la formn O , se :diC'Jonó el NAO+ y la 

gráfic-.n que se obtuvo con esto ensuyo en ln siguiente: 

Abs. 

~I E 292 

Xantina 

El medio de reacción del sistema acoplado Pir-LDH contiene lo 

siguiente: 

Blanco Problema 

l'ris-HCl lmol/L pH 8, l . • • • • • O. 3 ml 0.3 ml 

Homogcnndo................... O. 05 ml 0.05 ml 

.Piruvato de sodio 3 rrunol/L... 0.5 ml 0.5 ml 

LDH ( 10 m'~ prot/ml) •• ,·....... O. OOlml O.OOlml 

Ag1•u ••• > • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 2. 1 5 ml 2 .09 ml 

xantina 6mmol/L -7 , ... , .. , . , 0.03 ml 

NAD+ 6 mm~l/L -") ••••••••• ,., 0.03 ml 

Aquí también se inicia la reacción con xantina y después de 

tiempo {aproximadamente 3-5 min) 2 al observar una 
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depleci6n cm la gráfica, se adiciona el NAD+. Este sist.ema 

se probó también con y sin D'f1'. 

MEDlClON DE NADH A 340 nro. 

La determinac :Sn a 340 nm. exclusiva pnrn ln forma D de 

la xantina oxidasa, se realizó con el siguiente medio de 

reacción: 

Blanco Problem.n 

Tris-He~ lmol/L pH 8.1 •••••• O.J ml 0.3 ml 

Piruvato de Na J mrnol/L..... . O. 5 ml 0.5 ml 

LDH (10 mg prot/ml),......... 0.001 rol 0.001 ml 

NAD+ 6 mmol/L............ 0.03 ml 0.03 ml 

Homogenndo. • • • . • • • • • • • • • . • • • • O. OS ml o.os rol 

Agun ••••••••••••• , •••••••••• , 2. 12 nil 2.09 ml 

se inicia la. reacción con: 
Xantina 6 mmol/L •••••••• , ••• O .03 ml 

Obteniéndose de este modo una griifica la que ee 

muestra a continu.ición: 

Abs. E340 nm 

Lo anterior indica que se está produciendo NADH y éste 
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t•_.st.ii :•ien~o ...:,•nsumido por el sist.ema Pir-LDH, de ah! que la 

pendiente sea descendiente. 

Al igual qur> en los casos anteriores, este experimento se 

realizó con y sin DTT. 

Para el ciílCulo de la actividad de la enzima, se toma en 

cuenta el incremento o decremento de la absorción a 292 nm y 

3-40 11m respectivamente. Se e raza una tangente que representa 

la pendiente, en el inicio de la curva que indica el curso de 

la va:lociclad inicial de la reacción. 

Se han tomado en cuenta los coeficientes ele extinción molar 

del ácido úri t:i.> a 292 nm y del NADH a 340 en celdas de 

' cm de paso de luz y volumen de 1 ml • que corresponden n los 

siguientes valores: 

Coef. de extinción molar para el ácido úrico (292 nm) : 

E 2 9 2 ... 12.15 cm2/ rc,,11 

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

f.~40"' 6,2 cm2/ Mol , Dcrgmeycr,1965.(11) 

Con ello, d~· acuerdo a ln Ley de Lambert y Ilccr tenemos que: 

AA 
C""----------

C X d 

donde ,AA= cambio en la absorción 

e ""' coeficiente de extinción molar (cm2/Hol) 

c= concentración de la austanci:1 

d"' paso de luz de la celda (cm) 
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para calcular la actividad catalítica, 

L::,,. A x V 

E X d X~t 

donde actividad cat.:ilítica, 

6t"" intervalo de tiempo utilizado para las 

de terminaciones { l m.in) , 

v-... volumen total del ensayo (:1 ml), 

De esta se obtiene la actividad enzimática expresada 

como 1-1mol/min. Se expresaron los resultadoA nmol/min 

por ser tan pequeña la cantidad de producto formado. 

Tomando en cuenta la concentración de proteínas en el 

homogenado de tejido que se utilizó para el ensayo, 

obtiene la actividad específica: 

nHol / min / mg de proteína 

De ·acue'rdo ~ lo establecido anteriormente como la técnica 

definida de determinación enzimática de la xantina oxidasu, 

se presentan a continuación los resultados obtenidos de 

dichas detcrminnciones bajo los dos modelos de 

experimentación: agudo y crónico. 
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4.1. RESULTADOS DE LA DETElU1INACION DE !,.\ XAn'INA oxrrASA 

4.4.1. ACTIVIDAD DE LA XANTINA OXIDASA. DETERMINACION DE 

FORMACION DE AClDO URICO A 292 nm. 

MODELO DE INTOXICACION AGUDA CON ETANOL. 11 IN VIVO". 

Se realizaron varios ensayos de tal manera de vnlornr 

tanto la actividad de la forma O como de la forma D de la 

enzima. 

- ENSAYO SIN DTT. 

En la FIGURA 9 se considera ln determinnción de la actividad 

de la enzima en ausencia da dit!ot:reitol, protc.•ctor de 

grupos sulfhidrilo, tanto para la forma O de la enzima como 

para la formu D. 

Con el tratamiento de glucosa + soluc!ón salina, hay tm 

incremento del doble en la actividad con rc~JH!cto al control. 

El etanol la aumenta de 4.94 a 11.0 nmol/mi1t/mg de proteína y 

el tratamiento de etanol + AnO es incapaz de t'C?tornnrlo .:i 

niveles normales, en general, observa un aumento de 

actividad en::dmáticu para t.otlo:j los casos. 

En el casn <le 1,dlcionarll..! NAO+, para detectar la fnrma O de 

la enz.imu, se encuent.r!l que C?Xistc un aumento dt! actividad 

por 1:1 acciín1 de: la ndenosin.1 en rclución al cont:rol, 

decir, tanto en el caso de glucosa-adenosina como de etanol 

adenosina, la actividad de la xantlna oxidni:.a en su forma o~ 

aumenta sígni f !ca ti vamen te. Por otro lndo. no hay respuesta 
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA XANTINA OXIDASA. 

MODELO AGUDO. ENSAYO SIN DTT. 

FORMACION DE AC. URICO 

a P< 0.001 
b p< o.oo~ 

C P< 0.01 

a 292 nm. 

d p <0.25 
a p <:0.05 



de la en<:icua con respecto al ct::mol. 

- ENSAYO SIN PTT + PIRUVATO/LACTATO DESl!LllROGENASA (P-L) 

J,a misma FIGURA 9 mucstr~1 cst.e ensayo. en los dos Últimos 

grupos de. barrns, en. donde i:;e ha ildicionadu al mc<llo el 

siste-ma de pil:uvato + lactato dcshidrogenasa, el objeto 

de eliminar el NADH del medio, que como se ha descrito 

anteri~rmentc, considera inhibidor de la enzima. 

En el Cll,80 de la actividad cnzim.:ítica para la rata intacta. 

se observa que hay un aumentn dt?l 50% en 1;1 actividad de la 

enzima en compnrnción con e.1 caso en el cual 

eliminado el NAOH del medio. Con glucosa + salina 

ha 

incrementa un '•0% con retJpe.cto al contt"ol tol vez por lu 

gluco!'li.1. Para el dcHO correspondiente ~ la bart'a 3 (glucm•·• + 

adenosJna), existe un incremento del 50% con t'especto al 

control, ·. lo cual significativo. Par¡:¡. el caao de el 

tratamienco con etanol + salina, no se dct:ect5 diferencia 

significnt:iva con respecto .:i Hu control. sin t!mhnrco> en 

donde 

etanol, 

.:tdf!l\O:C:Íllil, 

~dministró adenosina n las ratas int:oxicndas con 

encontraron va.lores tdmila.rcs n los de giucosn + 

Cu<.mJ<, ttc ;ullclunn NAI)+, l<)!; r~m1lt11dos son 1;irnll~rcH .ii 

caso anterior, no se promueve la acttvnción cif' l'.) fo11Hd. 1J 

por- r;uit ... e t!l NADH di! medio. 

Dá la impresión de que los diverso9 tratamientos promueven 

la eliminación de NADH por un sistema diferente al usado y no 
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apn:cia la diierenc!.1 con los cernos en los que no ne tenía 

el sistema l'Jr-LDJI. 

- ENSAYO CON D'fl'. 

Este •'.nsayo se realizó con el objeto de n·rifjcar el efecto 

protector del OTT fiobre la enzima al cvltar ln oxidación de 

los Hrupos -Sil. J,., FIGURA 10 indica c¡ue cfectlvamentc. en el 

caso de la rata int.,ctn, se obscrvn un aumento de ln 

actividad en~lmática primero comparada 1.:on ln fig.9 en donde 

no se adicionó DTT, luego, comparando los dcmÚ!; grupos 

cxperimcntale~. en donde se obsl!rva que t.lUmenta la act:ividad 

en todos, pero mIÍs en el cnso de ct,,nol ·l- salina (aumenta 

50%), el cual es disminuido por la acc,ión de la ndenosinn 

(ctanol+ADO). 

Cuando se adjcion~1 NA!Jl-, todos lCJ:>. r,rupo:; se comportan de 1B 

misma m.;.nerJ. dec.:ir, no liay dl.fercnc1a~; ni con ~1 <ll' l<:H• 

ratas intacta~.-;. 

- ENSAYO CON DTT + Pir-LDH. 

En este caso igualmente, se adicionó ri] l'ii~t"""r.ii:l cli::d.•:..JJur 

de NADH, y al parecer, son "prot.cccioniJs 11 aditiwis del 

sü~t.cma juntu con el DTT, y.::i que para el caso de l~s ratas 

intactas ohLicme el tmlximo valor clc uct.j vicla<l enzim.itica 

en promedio (8.:l nmol/min/mg de protc!na), Se aprecI.1n 

incr~mcnlos de actividad Hienific.'.l.tivos (p (0.02) para el 

de ctnnol + ADO, con respecto a la de ratas lnto.ct.,s, sin 

embargo, no se ven los incrementos en la actividad tan altos 
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para el ca.:;o de SIN DTT + Pir/LDH. (FIGURA 9 Y 10). 

En este mir;mo ensayo, al adicionar NAD+, observan 

aumentados todos los casos en que incluyó algún 

tratamiento. 

Se observa que la actividad enzimática en laa barras a las 

que se les hn adicionado NAD+ es menor respecto a los 

primeros grupos de barras que representan n la forma O 1 y¿¡ 

que al no haber adicionado al medio algú~ inhibidor del ciclo 

NAD+-NADH, parte de la forma D de la enzima pudo haber 

reaccionado nl mismo tiempo que la forma O, debido al NAD+ 

endógeno de la muestra, por. lo que fué más representativo 

medir <licha forma D por medio de la determin:ición de su 

producto secundario: NADH. 

4.4.2 DETERMINACION DE NADll A 340nm. MODELO AGUDO 

"IN VIVO", 

Dentro de eslc müimo modelo agudo "in vivo 11
, se realizó la 

determinación de NADH a 340 nm, el cual es uno de los 

productos de ln reacción de la enzima en modalidad de 

deshi<lrogenfürn. Se hizo ésto con el fin de valorar mejor 

esta form.'l D d<! ln enzimn ya que el producto principal, iíc .. 

úr1co, eu común para loH doH ti.pon de 1•11~·!11111, Lnnto )11 forrnn 

O como la íortn¡I U. 

En esta deter:ninación, se incluyen asimismo tmsayos sin DTT 

y con DTT como ne ha descrit:o en la sccciUn del método pnro. 

la determínación de ln Xantina Gxidasa. 
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- ENSAYO S lN llTT. 

En la FIGURA 11 se observa que existe un incremento en la 

formación de NADH en el caso del tratamiento con glucosa + 

salina (p<0.05); el caso de gluc?sa + ADO decrece 

valores normales (9.96 nmol/min/mg), lo que indica que el 

aumento debido a una respuestn a la glucosa. En el caso 

del. etanol, huy variaciones signi.ficntivae con respecto al 

grupo control; la adenosina + etimol disminuyen la actividad 

comparnndo el grupo de etanol·solo, de 12.56 u 10.18 

nmol/min/mg de prot.. 

- ENSAYO CON DTT. 

En este caso, no se observan valores de actividad miís altos 

que los obtenidos sin adicionar DTT, es decir, para la forma 

D, se observa el efecto protector del ditiotrcitol, sin 

embargo, se observa que no existe la respuesta a la glucosa y 

con rt!specto al etanol, no existe incremento significativo 

de la act:!vidad de deshidrogenasa. (FIGti.U\ 11) 

MODELO DE INTOXICACION CRONICA CON ETANOL 

Como se ha descrito en &l capítulo de materiales y métodos, 

se estudiaron los mismos grupos experimentales que para el 

modulfi ~-igudo en el cnso de loR grupos etanol; la 

<lifenmcla fué el tipo de tratamiento de lnt:o>:ic."lc1ón, 

donde l.!l l:!t:.:im.11 fué adminlntrado durante 8 semanas en el 

bebedcrc:. Los controles para C6tc coso.. fuexon ratas sin 
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tratamiento y ratas sin tratamiento inyectadas e.un soluci.ón 

salina o adenosinf). por vía intrn.pcritoneal. 

4.lt.3. DETERMINACION DE AG. URICO A 292 nm. 

MODELO CRONICO 111N VIV011 

- ENSAYO SIN DTT. 

Es <le importancia mencion;,ii- que el valor de ácido úrico 

para las ratas intactas (controles) de cad3 ensayo, es el 

mismo que para el modelo agudo. 

Ln FIGURA 12 muestra ln acti.vid.Jd de la xnntina oxidase bajo 

los difttrentC!S t:racamientos en C!l caso donde no estú prcsent:e 

el DTT. No se aprecian difcrcnc ins untt"e. les grupos 

experlmt.>ntalcs ent.re s! (sin tomar en cuenta al conti::ol) ¡ ni 

en pt"esenc.in Qc etanol. ni i:ln prcsen<.:ia de adcnosina. Se 

observa que al igual que: en el modelo agudo, la m:t.ividad 

enzimñtir:a de ln :xantinn oKida.:~a de todos estos grupos está 

por arriba de la de las rntns intuctas. 

ven nctividades menores que: en el modelo 

agudo 1 alrcdc.úor- de n 8 nmol/min/mg de prot.l.!!na~ Se 

observan las mismas tendencias de que la actividR.d de 

cualquiera <le los tratamientos es mayor que el e:ont·tol. pero 

no se ven diferencias entre sí en los diferent:eR grupos. Los 

vulorcs de significanc.Ln estadística que He observ~n en las 

gráficas, son calculados a partir del valor de act:.ividad 

enzimñ.ticn de cnda. grupo compaxado con el del co.;trol. 
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SIN DTT + NA.D+.- En este ensayo, se observan aumentos en la 

actividad de los casos: agua + soluci6n salina ( de 2.0 a 

3.38 nmol/min/mg) y agua+ ADO (de 2.0 a 2.92) sin embargo, 

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

-ENSAYO SIN DTT + Pir-LDH. 

Cuando se adiciona Pir-LDH, se consume todo el NAPH endóceno 

del medio y el producido por la enzima, impidiendo así la 

inhibición parc:.al de ésta. Esto se observa para el grupo 

control, el cual incrementa su actividad. En los demás 

grupou 19 único que se observa significntivo es un aumento 

de la actividad de la enzima para el grupo tratado únicamente 

con aden'os ! ·1a (p(O.l). No observan rei;puestas 

significativas nl tratamiento etanol. (FIGURA 12). 

En la misma figura, la adición de NAD+ al grupo tratado 

Pir-LDH, parece indicar que el NADH formado es utilizado por 

el i::;istema Pir-1..DH 9in que obncivc un claru inc.r~lflt!lllo 

comparativamente con el grupo al c.1nl sólo adicionó NAn+. 

Sólo :;e aprecia un incremento eu la áctividad de la enzima 

por el tratamiento con agua + solución salina (p 0.025), 

pero no con agua + ADO • 

-ENSAYO CON DTT.-

En este caso, observa en la FIGURA 13, que la actividad 

de cualquiera de los tratamientos no es mayor que la que 

corresponde a. la rata intacta por el efecto protector del 
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DTT ; la actividad enzimática del control ci'I similar a la de 

los otros grupos. Lo que se puede observar con estos datos, 

es que e1 ctano'l no influye sobre la actividad 'de la ·enzima, 

así como tampoco lo hace en el tratamiento conjunto 

adenosina. Sin embargo, se observa una diferencia entre los 

grupos y 3, ya que, la adenosina aumenta ligeranient:e la 

actividad de ln enzima comparada con el grupo de agua-salina 

(p(0.05). 

Cuando se adiciona NAD+ no se aprecian diferencias 

significativas en cuanto a la actividad enzimática de la 

xantinn oxidasa con respecto a los diferentes tratamientos 

con etanol o adenosina. 

-ENSAYO CON DTT~+ Pir-LDH. 

En la misma FIGURA 13 , 

actividad de lf! oxidasa 

observa un.l di:;minución en la 

resultado del tratamiento con 

solución salina (p(O.l). El tratamiento con ndenosina abate 

esta disminución y en el caso de los trntnmi1~nto~ c-on 

etanol, 

enzimática • 

se observan modificaciones de la activ!dad 

Al adicionar NAD+, no hay variaciones en ,el trntamient.'' con 

.alcohol o udenoRina, s:t.n embargo. ob!lcrvo. un 

incremento ligero pero significativo en el grupo trucado aólo 

con solución salina (p(O. l), comparado con el control y con 

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

11 IN VIV011 

Se observó la actividad de ln forma D en un modo más 

directo con esta determinación a 340 nm. Se hicieron ensayos 

sin y con DT1', del mismo modo que para el modelo agudo. 

-ENSAYO SIN DTT.-

En este p~imer caso, en la FIGURA 14 se muestra un ligero 

11umen.to 1;ic1d.dcativo (p(O. l), en ln formación de N/\Dll como 

reflejo del· trata111ient:o de intoxicación crónica con etanol, 

que es disminuido con el trut1..11niento adicional con adenosina. 

-ENSAYO CON DTT.-

En el caso de utilizar DTT como prot1?ctor, se observa el 

mismo eicct.o del etanol. pero en mayor magnitud con respecto 

al control, ya que la significanc.:la es mayor (p(0.01). La 

adcnosina también disminuye este incremento 

del eta.nol significativamente (p\0.05). pero no hasta el 

nivel del cont;.·01. 
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4.5 EFECTO DEL ETANOL 11 IN VIVO" EN SANGRE Y REBANADAS DE 

llIGADO SOBRE LA DEGRADACION DE PURINAS. 

Se trataron ratas del mismo modo que para el modelo agudo. 

DcspuCs de sacrificarlas, se cortaron rebanadas de hígado y 

se incubaron con solución de Krebs-Ringer, se recolectó la 

sangre de cada animal y se midió tanto el ácido úrico de 

plasma como del sobrenadante del medio de incubación de las 

rebanadas. Parn más detalles, ver el capítulo de materiales y 

méto?os. ~ 

La concentración de ácido úrico se consideró como un 

reflejo de la actividad de la xantina oxidasa. 

La TABLA 1 muestra estos resultados, que indican que en 

sangre: 

-La conc1mtración de ác. úrico disminuye en el: caso del 

tratamiento agudo con 'etanól '/ aumenta después del 

tratamiento con adenosina. 

-La adcnosina evita ln di!'1m1nución provocada por el e;tnnol. 

En el caso del ác. úrico liberado al medio por las rebanadas 

de hígado, se observa que hay un ligero incremento con 

respecto al caGo control, y en al er.sayo donde están 

presentes tanto etanol como adcnosina • el '-:alar obtenido se 

encuentra por debajo dc1 control. 
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CONTROL 

Gluc+SSI 

Gluc+ADO 

EtOH+SSI 

EtOH+ADO 

AC. URICO EN 
SANGRE 

(mg/dl) 

J.B3 :!: 0.24 
(4) 

1.72 ± 0.23 
(4) 

2. 13 :t o. 21 
(4) 

1.67 :!: 0.33* 
(5) 

2.30 ":!.: 0.27 
(4) 

AC. URICO EN 
SOBRENADANTE ·DE REBANADAS 

(mg/g/h) 

0.97 :t 0.03 
(4) 

1.02 :t o.os 
(4) 

1.02 :t 0.02 
(4) 

1.09 ± 0.10** 
(~) 

0.86 :t 0.03 
(4) 

TABLA 1. MEDICION 1lE AC. URICO EN SANGRE Y REBANADAS DE UlGADO DE 
ANIMALES TRA'l'ADO.'.. Las rebanadas de hígndo · fuervn incubadas 30 
min. en Krebs-RingeY. El ác. urico se determinó por el método del 
ác. fosfotúngst:ico. 'Los resultado:; Ge oxpr~san como el promedio :!:" 
error estándar. Los valores entre paréntesis indicnn el número de 
de terminaciones. 

* p(0.005 compnrado co11 el grupo control 
*"' p(O. 1 compurndo con el grupo control 

4. 6 ADlCION DE ADENOSI:1A 11 -Ln vi ero" 

Como se menciona en el capít:ulo Je ::intcrittll'!g y métodos, 

hicieron además rebanar.la~ de hígado de animales sin 

tratamiento y de animales tratado~ con etanol + solución 

sal:lna. Al medio de incubación Be le adicionó adcnosinFJ a dos 
-5 -8 

conccntr:iciones: 10 mol/L y 10 mol/L. En l¡¡ TABLA 

observa que no hay ningún cambio en la liberación de ácido 

úrico <tl medio de incubación por las rebanadas con ninguna de 

las dos concentraciones de adcnosina, comparando las 1ºe ~nr 
ESU lf.'.W; ~~ ·· ·:¡¡·~1-~ 
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tienen etanol, las que s! lo tienen~ lo cual puede 

reflejar que la formación de. iíc. úrico no estS mediada por 

etanol, es tas condiciones experimentales. El flujo de 

ácido úrico 11umenta con la adición d(t adenosina debido a que 

es un sustrato pur!nico. 

TRATAMIENTO 

RATA INT1\CTA 
-5 

· I + ADO 10 iilol/L 
-8 

I + ADO 10 mol/L 

Et:OH + SS! 
-5 

EtOH+SSI+ADO 10 mol/L 
-8 

EtOH+SSI+ADO 10 mol/t 

AC. URICO LIBERADO 
(mg/g/h) 

0.97 :!: 0.03 

1.23 :!: 0.16 

1.I0:!:0.17 

1.09 :!: 0.10 

1.21 ± 0.08 

1.22 :!: 0.19 

TABLA 2. EFECTO DEL ETANOL EN EL FLUJO CATABOLICO DE LA 
ADENOSINA. HEDIDO COMO ACIDO URICO. LoE resultados se expresan 
como el promedio 't error estándar de 1, determinaciones. 

I= ratas sin tratamiento 
ADO ... adenosina 
EtOH,.. etanol 
SSic solución salina isotónica 

4. 7 I::FECTO DEL ETANOL ADICIONADO 11 IN VITR011 

Se prepararon rehnnndas de hígado de animales intactos las 

cuales se incubnron bajo diferentes condiciones: 

I. Con solución de Krcbs-Ringcr. 

II. Krebs-Ringcr + etanol 25 mmol/L 

III. Krcbs-lllnger + etanol 25 mrnol/L + Adenosina lOOJ..llnol/L 

IV. Krebs-Ringer +etanol 25 mmol/L + Adcnosina 25 mmol/L 
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El sobrenadantc se utilizó para determinar la concentración 

de ácido úrico y las rebanadas homogeneizaron para hacer 

las 
0

determinaciones em:imáticas de AK, ADA Y SAH-H. 

4. 7 .1. Activida,d de la adenosina kinasa bajo este 

tratamiento.-

La FIGURA 15 indica la actividad de la adenosina kinasa bajo 

las condiciones señaladas; en general, el etanol adicionado 

ºin vitro", modifica significativamente la actividad de 

la enzimn, sin embargo, las concéntra~iones altas de 

adenosina ( columna IV, 25 mmol/L), en presencia de etanol, 

provocan unu disminución del 60% en la actividad de la 

enzima. 

4. 7 .2. Actividad de la adenosinn d~aminni>a.-

Para el cai:;o de la adenogina deaminas.a, el re.c;ultado de la 

adición de etnnol, que se representa la columna II de. ln 

FIGURA 16, nos indica que existe una l.igera activación del 

20% en la actividad de la enziraa; dicho valor no es 

significativo estadísticamente. La activación más 

evidente o:::l caso Je .:iJicion.:irl~ .:idcno5in.:i 100,J::.ol/L 

(columna III), .::tumcnta 52 % , sin cmb:irgo, la adcnosina n 

concentraciones mayores (25 mmol/L 1 columna IV), provoca que 

la cnzin:n n.·:~rese a valores que corres1.wnden a los dt! las 

rebanadas sin ninguna adi<:-ión. (3. 68 nmol/min/mg de 

proteína). 
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4, 7. 3. Activid:id de la S-Adenosil-Homocisteína-Hidrolasa. -

La actividad enzimática de la SAH-H. bajo la adición de 

etanol "in vitro" disminuye considerablemente (p(:J,025) y 

en el momento de que se hace ln determinación con ~tanoi miÍH 

ndcnu!-ilnu 1001111101/1 •• revlcrte ~HtO d lnmin11clc)11 retnru1111do 

la activír.lad .1 niveles normales (149.1 pmol/mi.n/mg de 

proteína). Cuando se hace el ensayo con ccnnol + ADO 25 

lltl11ol/I,. observa disminución mucho más aparente en la 

actividad de. ln enzima, probablemente porque se trata de una 

inhibición por producto final. Fl.GURA 17. 

4. 7.4. Detcrulinación de ácido úrico.-

La concentración de ácido úrico del sobrenadante de las 

rebanadas de híg.:ido ~ se ha considcrac..lo como reflejo de la 

actividad de ln xantina oxidasa. Analizando la FIGURA 18, se 

puede concluir que el etanol adicionado "in vitre" promueve 

la activación de la enzima de forma sorprendente: de un valor 

de 0.146 mg/g/h en el caso de no tener 1etanul el medio de 

incubación, eleva hasta 0.411 mg/g/h de ác. úrico formado 

cuando esdí presente etanol en 1.?.l medio, Con 

concentración de a~enosina de lOOµmol/L ademáa del et:riuul, 

no se observan cambios con respecto al trae.amiento con el 

etanol solo, lo concentración de ác. úrico se mantiene en 

niveles elevados y cuando se adicion.i ndenosina 25 mmol/L 

además del nlcohoL AC promueve el retorno de la actividad de 

la enzima il valorea que se pueden con~;iderar &imilares al 

control (0.159 mg/g/h); es decir, se evita el aumento 13 

activídod de .l.:1 r.nzimo promovido por el etanol. 
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5. DISCUSION 

En este trabajo se estudinron en:::imns de ln vía met:nb61ica 

de la adeno.:.ina, debido a que hay sue;C?rcncias preliminares 

de tr.:ihajo de nuestro lnborator.!o que indican que el efe.e.to 

de ·la ~denoRinll sobre los parámetros energétjcos se prolonga 

presencia de etanol hnstn 2 hor,:¡s, t.!n c:ant:o que e:n 

aus~ncia del1• hepntot.ú;.;.ico se m¿inif:f.esta el mismo C!.fecto a los 

30 minut.os, (12, 15). Lo nnterior hac!a suponer que C!l 

metabolismo de la adcnosin<J se retard;t en presencia del 

etanol. 

En la figura t8 s~ pue:<le aprecinr que la presencia del 

etanol, .acelera el met:abolistllo de la adf!nosina al encontrarse 

vnlores d!.! 5ci<lo úi-ico más elevados que cu ausencia de C!st.:c. 

Otros antecedentes relncio¡Mdos con C!l metabolismo de las 

purinas y tlel etanol ind.icnn que cxi.stc una hiparuriceinla 

inducid.o. por el alcohol, lo cual indica que •."!l metabolismo 

purínico se encu<.:ncr-u iilt.::rodn n rn.:inern de que existe una 

degrad~1ción UC<.!lc.rada de: pur inas (38}. Er;tc nnt:eccdente s! 

coincide con lo enconc:rm1o en este trabajo, (FIG 18). 

Dentro de los experimentos "ih v1vo 11 se planearon dos 

modelos , de intoxicación con ut:ino}: n?.udo y crónico ~ pnra 

conocer ln6 efectos que pudicrn est<.tr CélfJ$aJHlo el etanol a 

corto y largo plazo. Dicho::; modelos f no son estrictamnnte 

comparables, y.'.1 que un tnctor important<! aquí (ut! la cd11tl de 

las ratas utilizadas, que nl término del n1odclo crónico 

fueron de mayor peso que las que se ut:iliznt·on para c1 modelo 
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agudo. Este hecho que no refleja en sí. modificncione;::; en las 

actividades enzimáticas debidas al etanol, sino un ligero 

desplazamiento de los valores normales, por ejemplo, 

ausencia de etanol para enzimas como la ADA (fig.6), la AK 

(fig. 7) y en la XO, en donde los valores en general son 

menores en el c;-iso Crónico que en el agudo. 

5.1. D!scuHión Je resultados, modelo 11 in vlvo". 

Algunos de los cambios observadoti durante 1-os ensayos 

los siguientes: 

Para las í !guras 2 y 3, el aumento en ' las actividades 

enzimiíticas de la adenosina kinasa y adunas Lna dcnminasa, 

pueden ser .interpretadas como una inducción por sustrato. 

Esto no es observado en presencia del etanol, sugiriendo que 

posiblemente el flujo de la adcnosina es más rúpido y evita 

que se act101ule el exceso de sustrato. 

En ];l figura 6, sucede lo contrario par•: el cuso Jt• la AD/\, 

el mode1o crónico. En prer:;enci.:t d~ ad<'_nosina liay una 

liger,"l disminución de la actividad, la cual es cvitacln con el 

etanol; ~:in o::-:bnrt;o, .;~l.o no tit! puede comparar con el 

anterior, deb:fdn a que en primer lugar, 

glucosa ot·al como para el modelo agudo y 

por la diferencia de edades en las rata~L 

hny presencia de 

Sl!gum.:o lugar 

Ln nrnpuesta de 

inducción Je ]Mi actividades en:dmáticas por 1mstr;1to, se ·..:E 

disminuida pnr cf.•cto de ln ednd, lo q·il? e~ rcv~·rti<l·l poi la 

presencia del etanol. 
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Se observaron donde hubo modificaciones en las 

actividades enzlmiíticas debidas a la glucosa. En rc.::.lid.ad, 

sabe la causa de este efecto, se ha visto que 

control inadecuado. porque a las concentraciones utilizadas, 

puede inducir res¡iuest.::is bioquímica~:; qu~ en clcrta (arma 

negativas para la célula. Inhlh~ los proce!>os de 

fosforilación · oxidativa, la desacoplt.1 y ello repercute 

todos los n:.tvcdcs , inclusive a nivel enzimático. 

En general, el modelo "in vivo" no pone claramente de 

manifiesto algún tipo de cambio o efecto directo del etanol 

sobre las enzimas analizadas. 

Los estudios rcnlizados la xnn tinn oxidasa, sugieren 

fuertemente que esta enzima es la reguladora de la vía de 

degr.1dociDn, ya que puede existir en una y otra forma como 

oxidas.::a y como dcshidrogenasn. pudiendo ser éste 

punt:o cr1tico en la acción dt!l etmwl y/o ln ildenotilna. 

La dificult;Hl que se observa en la determinación de estas 

dos modalidades cnzimáticns de la xantina oxidasa, es que 

para ambas el producto finnl de ln reacción el mismo, 

ácido úrico, Por t!sto, fué necesario optimizar el método de 

valornción de l.a enzima. tomando en cuanta varios factores: 

n). Utilización de NAO+. -

Al realizar el ensayo sin NAn+, se pudo dt=tcctar la forma O 

de la enzima (oxidasa) por medio de J.;1 medición del ñcido 

úrico fol:-mado a 292 nm. Al adicionnrlc NAD+, al minmo ensayo, 
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se detect:ó un aurnento de la velocidad de rt:.:tcción de esta 

(ormación <le ;jcJdo tÍrico. 

Los cambios observados tanto en el modl!lo agudo como en el 

crónico. más evidentes sobre la forma O de ln en:z:ima r¡ue 

sobre la dc;;hfdrogenasa. Esto se puede apreciar en las 

figura!\ 9, 10, 12 y 13; la actividad como oxidasa se vé 

incrementada por cualquiera dL· lúti tratamientos, como .se ha 

mencionado en el capítulo de resultadoi1. no habiendo efecto 

por etanol ni por adenosina "pcr se" sino que es una 

respuesta al trntamiento en las rat:.us. lo cual es observado 

con respecto ¡¡ .las ratas intnr.tn!;. Cunndo ~;1· v;ilnró l.:¡ 

actividad de dcshidrogenasa • tampoco \Jubo camblos rnlac!Ón 

al tratamiento con respecto .n los cuntroles, sin embargo, 

paru la intoxicación crónica, observa ya aumento 

significativo para el tratamiento con etanol + solución 

salina, que ~ra lo e!:iperado. (fir,. 11 y 14). 

b). Inhibición del NADH .-

Una ob!'">"erva..:ión importante es el hecho que al eliminar el 

producto de la reacción de la dcshidrogcmnsa, el NADH, en 

presencia de piruvato y l11ct11to deshidrogenasa. se estimula 

la actividad de la oxid.1sll , 1;1 rn;il no c:..c produ.:.toc<t <le 

NADH. Sin cmhnr.go, dicha estirnulución pudiera indicar la 

prcncncin t!l' NADI! l~nclógcno 1.~n ln mucstr;i y 1¡u<: ld 1 o e:.ruvJ ,.r;¡ 

prodw·!, ntJ•i 1.i ln!JJhlcJón dc J;¡ foru.a O Je J:i l!n?.Jm.,, J.n 

deshidrogcna~a no .se ve afectada yor 1;1 acumul.1ción de la 

coenzimn cuando se valora su activid<J~: determinando el ácido 

úrico que produce. Por otro l;Hhi 1 c_•n l;i rear.. Lón 
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correspondiente a ln deshidrogennsn, mldiendo su actividad 

por medio del NADH formado, el sistema utilizador de NADII 

adicionó desde el principio, la cual sí protege de la 

inhibición de .la cn;dma, ya que, si se detecta su actividad 

ausencia de este sistema, se observa que es (datos 

prceenta<lus). Todo ésto, su~icrC que el NADH, tnnto 

intracelular, como el producido por la dc!'lhidrogl.'n<HHl, inhibe 

a lns dos formas de la xantin11 oxidnsa. 

c). Protección por DTT .-

En nue~;trofl estudios se midió la nctividod de la enzima 

n.u~cncia pccscnci.:i de Ditiotrcttol, que eu una sustancia 

protectora de grupos -Sil. En términos generales, puede 

observar' que 1.0 hay un cambio muy marcado en el estado de la 

enzima. La auBcmcla o presenc1.a de DTT no a(ecta ln actividad 

de la en:t.ima cuantificada como oxid .. ~rn o como de~hidrogcnasa~ 

contrap~HJición con lo reportat;o en la litera tura, que 

el DTT estabiliza la actividad de la deshidro~enasn, sin 

ernbFtrgn, b;ljo nn~!'!trn!'I conrHr.iones ~xperim~ntnl"Ri no !H~ pudo 

comprobar esta acción protectoraw 

Comparando únicamente los grupos controles , se observa que 

cuando se elimina el NADH del medio en presencia de DT1' • ya 

no ex:ist.c la diferencia tan marcada dc la actividad como 

cuando no hay DTT, lo cual sugiere una interacción entre el 

efect:1> inhibidor del NADH con los grupor; -SU de la enzima. 

En c.l caso de! la figura 11, cunndo el. ensayo <le la actividad 

de deshit..i.rogenosa se valora en presl!ncia de DT'f, desaparee~ 
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la capacidad de respuesta incrementada ln oc:ividnd 

detectado. en ~resencia de glucosa y etanol, lo que pudiera 

sur,.erir que> e l. efecto puede estar re lncionndo con cnmbios 

loi; grupos ...'..stt de la enzima. Los cambios füJU discretos, En 

cambio, en ~l modelo crónico~ tanc.o en auttencia como 

prt.'scncio de DTT, el etanol tiene un ·~fcctn importnntc on el 

incremento de la actividad de la dcshidrP•~enn!1a. 

Compnrando los resultados obtenido:• pnrJ cada i:11zimn de 

cada grupo de experimentación, tanto agudo cumo e rónico 1 

puede decir que en general, SC' encontraron 1 <·:>dif icaci ones 

::ip,nJficotivu:• en ln'tt enztmnM, ni de protlucción de ndcnoRinn, 

como lo son Ja 5'-nucleotldaHn y l.i SAH-H, 111 111 de 

utilización (Ad~nosina kí.nasa), sin embargo, la xnnt:ina 

oxidnsn, que una enzimn de degrndación • prescnt.a un ligero 

incremento de nctividnd sobre todo p.,rn ln forma de 

dc~hidroRt'nni-..1, 11iendo c¡uc pnra la nclcno~Jnn dL·nmln:wa, que 

tll111hll-11 en ~·nzlmu <le <lcgrnd11c lón, no He prcuc.•ntu ultcri1c lli11 

alguna. 

I:sto no inJic.'.l que c~t-::-ict.::i~cnt:c ne- hn:,n1n a1tJ?":"ncinn1"~, qino 

que no hay un efecto del etanol sohtc las actividndes 

enzimáticas en las condiciones experimentales utilizadas, 

excepto paro la xantina o:xidnsa, Parece que es un.a enzima 

clave que regula el cntabo.lismo de la adeno::;ina y 1.os 

resultados sugieren que se afcc'ta de manera activ.::i.nte por el 

etanol. 

Posiblemente, esta cnxim:1 !:i<.. VE.. afc...:tad<1 por el propio 

mecubolismo d·~l etanol que .--umc1, -:a la c.nntidad de 
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equivalente:; reductores (NADll) c.11 c1 d t1Jsol del iiep;:itocito. 

Esto pudr!a estar provoc<indo la iuLerc"nve1 :ilú11 de la x11 de 

forma D (fisiológica) la forma O, generadora de 

radical·~s 1 ibrcs y peróxido de hidrÓgl'no perjudiciales para 

la célula (37) • además de la sobreproducción de ácido úrico 

(36), que se ha mencionado. Lo anterior es válido para el 

modelo de jntoxicación aguda, ya qul' en la intoxicnción 

crónica, 'la participación <le la deshidrogcnnsa alcohólica y 

la consccurntc elevación de NADll. (¡" 1 sminuida 

CUllH 1 df•rah l l'lll•'ll t l' 

generado p11r la XO, puede 11~r tiL!11:_•do .pnr, lu cnt;1lo:~n 

durante el metabolismo del ctnnol. 

5.2. Efecto "in vlvo" de los difer-entes trat¡1m1cntoR sobre 

la for.macjrin de ácido úrico en el plagrn."1 v rebanadn:1 de 

En la tabla 1 del cap!tulo de resultadm;, muestrn ln 

conccntruci6n de ácido úrica en la sangre de .Jos <lllimale5 

o fdn into--:~cnciór> . ..::;;u.:!..;. cu.;, cl.lW.Jl , y de! <ic. úrico que 

liberan al medio rJt'.! incub.:ición, las r<.dJ.WiJd.;:1s <ll~ hígndo de 

dichos ;1nirnnle:-i. fü;to se hizo con eJ objeto de conocer de 

manera indirect.Li la actlvidnd tic ü1 XO productora de dicho 

ác. úrico. 

No obL:;tantc de que el ácido úrico no es el producto fin:il 

del catabolismo de purinas en la r¿1ta, se ob8ervó que el 

etanol por sí solo no modifica dl.. gran manern la producción 

de ácido úrico. 
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En la tabla· sólo se observn ligera tendenci'l de aumento 

en el cago de~ ],¡" reb:1nadns. En el cafio de la i;anht'C, 

que existe una disminución en lo concentración de ác. úrico 

comparado con el grupo control. situación que no refleja lo 

ocurrido en i!l h,fgado; ésto debe probablemente a que el 

ácido úrico no es el producto final de la ·degradación de las 

purinao en l:.1 rata, sino la nlnntoína y como tnl se libera a 

la circulació1;. Otra posible situación 7s que en el cfl.so de 

sobreproducci.ón de ácido úrico y su lil.1era..::.ión a la san:",re. 

se estuviera manifeotando un aumento .en ln filt~nción 

glomerular tic éste de tal manura de mantener el nive.l aún más 

bajo que el control y de ese modo. conseguir la homeo5tasi.s. 

Son resultados difíciles <le interpretar débt.do n que tOda la 

capacidad de mantenimiento de condiciones fisiológicas de1 

animal está presente sin embargo, 5e da un indicio de que 

se está form.rndo mús ác. úrico. 

5.3. 1\dición <le etanol 11 in vitre" 

Estos experimentos se hicieron con el objeto de detectar el 

da1lo del et~1nol adicionado "ln vitre" en u,a concentración 

considerada como ln cxit;tcm te en circulación bajo un<t 

intoxicación alcobólic.1 {aproximadumcntc, 25 mr:iol/L). 

Asimif.mo, probó el efecto de la adc1losinn adicionada al 

mismo medio de incubución con el etanol. 

Para el caso de la ndenosinn kinasn, la figura 15, el 

etanol no tiene un eíccto aparente sobre la actividad de la 

enzima; sólo en presencia de concc:i.trac ionf.lo altas de 
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adenosina se d<!tccta una d1sminución de act ivida<l, tal vez 

debido n la grrin cnntldad de adenosinn prí!~entf!, )"1 que la Km 

para esta cnz tina es del r:ingo micr:>malnr y pucdL ser que 

esté snturnndo demasiado la enzima y ello se manifieste como 

una inhibición, Además, ha reportado, que a bajas 

concentraciones, la mayor parte de la adenosina 

refosforilada, pero a altas concentraciones, desaminada 

(21), En este punto, se puede correlacionar lo encontrado 

anteriormente en el laboratorio, respecto al retardo de la 

manifestación del efecto de la ildenosina sobre lot> 

parámetros energéticos en presencia del etanol, ya que no hay 

ut~lización de la adcmosinn para la producción de 

nucleót!dos. 

Cuando se analizan los resultados correspondientes u la 

adenosinu deaminasn, en la fi¡.;uru 16, observa que el 

etanol promueve una ligera activación de la enzima, lo cunl 

indica que ya desde este primer paso de degradación, ol 

etanol está provocando un incre,nento 

catabolismo de la adenosina, y cuando ésta 

prt>!·.('ntr n rnncentraciones ba j1w ( lOO¡imnl/L), 

el flujo del 

encuentr~'l 

evidente esta activación de la cn?.im;1, pero cuando ln 

adenosinn e~t.'Í en concentracioneH m11yorcs (2.Smmol/L), los 

valores se regresan a los normales. 

Pnrn el cnso de la actividad enzimática de ln SAH-H bajo la 

adición 11 in vitro 11 de etanol, se observa una inhibición de 

la enzima cuando está presente el alcohol; es decir, bajo 

esta situación, la formación de adenonina ·l pur'tir de SAH, 
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no es fnvorccida. Lo anterior puede ser debido a que el 

metabolismo de la adenosina en sí, 

por las cnzim.lS de degradación, que 

este tratamiento. Asimisnm, 

encuentre controlado 

han vlsto fnvorcci<lns 

presencia de 

etanol+ndenosinn, cstu disminución en l.:i .:ictividad retorn.i a 

niveles semejantes a los del cent.rol y a conccntrncione'J 

altas de adcnosinn + etanol, la en7.imn :;e inhibe por la g>an 

cantidad del producto de la reacción que rige. 

En ln figura 18, para el caso de la determinación de la 

cantidad de ácido úrico liberado por las rebanadas de hígado 

de animales intactos, el inci:emcnto observado en prescnctn de 

etanol, confirma que sí existe una hipcruricemin provocada 

por éste en el hígado, es decir, existe una activación de la 

XO, lo cual se midió indirectamente co;\ la c:onccntración <le 

iicido úrico. Se puede sugerir como ya se indicó anteriormente 

la elevación 1le lo¡:¡ equivalcntl!s reductores promovida por el 

ctnnol y con ello, la !nterconvcrsión de lu forma D a la 

forma O de ln XO ; al mismo ti<:?mpo, ln formación de Hzüz por 

la forma O de la enzima que pudiera 8Crvir como cosust:rato 

para la cnt<1l:Hrn al mctabolizar el etanol, con el subsecuente 

incre~E>nto en la producción de ácido úrico. 

Cuando se adiciona. nl mismo medio con ütanol, adeno~ina a 

bajas concentraciones, no .se observan cambios con rcsp.~cto al 

priniuro, sin cmbargn, cuando se encuentra en concentraciones 

mayores, la concent:ración de úcido úrico regrerrn a valore u 

normales, decir, la presencia de adenu:>ina .J. nltn 

concentración, promueve una "normalización" de ln actividad 

de ln cnz.ima. 



Los e:-:pcrimc11Los "in vitro", demuestran clnramente el efecto 

del etanol sohre c·l flujo de la v!a cataliólica. 

De esta m.;ine:r~. se hace evidente lo que en el modelo "in 

vivo" sólo c;;a una sugerencia de incremonto 1e activ:idn.d de 

la XO en la producción de ácido úrico , Adicion:mdo el etanol 

11 in vitre", a concentraciones reportadas como la8 encontradas 

bajo la into:dcación alcohólica en sangre, refleja de 

mejor la sobreproducción de ácido úrico. lo cual 

probablemente se veía enmascarado en el nodelo "in vivo" por 

efectos de dilución de los homogenados o directamente en el 

ensayo enzim.ltico desarrolludo para detectar la nctividad de 

la XO. Est'as determinaciones "in vitro 11 se hicil:!ron midil!ndo 

iícido úrico, como producto final del metabolismo Je la 

adenosina, pero el trabajo se continu;irá el labora.torio cÍe 

tal manera de hacer el ensayo cmzimótico de la XO después de 

realizar la i.ntoxicación con etanol "in vitro 11 en rebanadas 

de hígado o he.patocitos aislados y así conocer directamente 

el efecto sobre la enzima. 

Resumiendo: 

En el trabajo realizado, debido a l;is condiciones d~ 

dilución de los homogenados utilizados como fuente de enzima, 

no fue claro el efecto del etanol, sugiriendo que éste no 

implica un cambio eotructural en las enzimas, sino un cambio 

en los flujos catabólicos que se hace más evidente en los 

experimentos ''in viera". No obstante, se vió que la xantina 

oxidasa, un~ enzima clave en los efectos del etanol y de 
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la adenosinn. Considernndo que los ca111bioi-; de Ja forma D a ln 

O de la enzima pueden estnr mediadoJs por :.:irupos -SH, 

proteólisis y presencia de iones calcio son factores 

involucrados con el etanol ln adcnosina, por lo que se 

sugiere que los experimentos mús adecuados serán la::i célulaH 

aisladas pnrn determinar cuáles son lon cícctorcs de los 

cambios en la :xantina oxidaEu. 

Se observó que sobre todo para el modelo crónico existe un 

aumento de .l;i actividad de la deshidrogcnns:\ de la enzima. 

aaimü;mo, ln ~reducción de ácido úrico p0r las rebanadul:l de 

hígado en los experimentos 11in vitro" se hizo evidente en la 

presencia del etanol. 

La adenosina kinasa fué la enzima que se inhibe por la 

presencia del l.!t.:inol y concentraciones elevadas de adenosina 

considerándose este hecho como el responsable de que los 

pariímctros enet'g.-:tico:; que nurmajment~ ac elevan por la 

presencia de la adenosina en JO minutos• en presencia de 

etanol se retarden hasta las 2 horas. 

Por otra parte, en presencia del tóxico hay predominio de la 

vía catabólica~ siendo ln X.O. la probable responsable. Esta 

enzima disminuye su actividad acelerada por causa del etanol 

con adenosina y se recupera así el equillbrio del metabolismo 

de la adcno~lina. 

En npoyo a nuef'ltros resultndo~, rccientl.!mentc se publicó un 

artículo que menciona que administrando etanol en forma aguda 

ratas, observa una conversión de la Xantina 

deshidrogenasa hepática a X.O. después de 12 horas de 
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tratamiento, y la administración c-onjunta con pirazola 

(inhibidor de la alcohol deshidrogenasa) , revierte este 

efecto. Además, en experimentos "in vitro", si se incuba el 

sobrenadante de h!gado con acetaldehido (producto del 

metabolismo del etanol) a J7ºC, sucede lo mismo, es decir, 

hay una conversión de la forma O a 1:1 forma O de la enzima, 

de manera dosis dependiente • Esto indica que es necesaria la 

biotransformación del etanol para que exista una 

interconversi6n de la deshidrogenasa a la oxidasa. (50) 
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6. CONCLUSIONP.S 

1. El et:anol modifica el catabolismo de la ndcnosinn, 

2. De acuerdo con los experimentoH "in vivo", el efecto 

parece estar mediado por un cambio en flujos no por 

iliadificacioneR estructurales de ];is en7.1mns. Los resultados 

en _xantina oxidasa su~iercn un; aum• 11to en su actividad, 

J. En el modelo de intoxicación crónica, los efectos 

discr~tos de la adenosina desaparecen. 

4. En el modelo crónico, incrementa la actividad de la 

forma D de la Xantina Oxidasa. 

J. L l!i experimentos 11 in vitro" t;:mto de .:idenosina coma de 

et.anal, sugi~ren que los más indicados para cutudiar el 

mecanismo de estos dos efectores en el catabolismo de 

purina~. 

6. Nuestros resultados apoyan informes de la literatura de 

qut! en presencia del etanol, se oh!'.lerva un numento en el 

r.at.11,' 1 t smo r!P purinn~~ (hipC'ru:-1ccM1n) )' i¡uc: :~on rncJl.:iJo:, ¡mi-

un nm;,cnto L'rl ·la 11ct!vidnd fl•• In ;{nnt !no O'<ld:t!Hl, lo 1¡11c 

posiblemente sen la cnusa de la.i crJf.:is dc ;:ota obs,•rv.adas 

durante la ingestiún Je etanol en los pacientes que p;1dccen 

de •:r:tn enfermedad, rcnultmlo que et> m;Ís evld(•nte el 

tratamiento crOnico en que se encontró un ~1umcnto de la forma 
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de deshidrogenasa de la enzima. Este efecto es posible 

revertirlo por el tratamiento simultáneo de etanol y 

adenosina. 

7. El retardo el efecto de la ndenosina sobre los 

parámetros energe'ticos en presencia del etanol, pueden estar 

mediados por una inhibición de la adenoaina kinasa, tal como 

lo sugieren nuestros resultados de los experimentos "in 

vitre". 
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TABLAS DE RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LAS ACTIVIDADES 

ENZIMATICAS ESTUDIADAS. 

Los resultados se expresan como el promedio '!: el ~rror estándar 

para cadu ensayo. Los números entre paréntes:1s indican el número 

de veces que ee realiz6 cada determinación. 

Tratamiento 5'-N ADA AK 

Intactas 23.50 :!: J.4 4.06 :!: 0.04 0.045 :!: O.O! 
(4) (4) (3) 

Glucosa+SSI 27.06 :!: 3.0 4.63 :!: 0.4 0.043 :!: 0.01 
(5) (5) (5) 

Glucosa+ADO 25.36 :!: 2.3 5, 61 :!: 0.5 0,074 :!: O.O! 
1 (5) (5) (4) 

EtOH+SSI 23.70:!:2.6 4.41 :!: 0.5 0,056 :!: O.O! 
(5) (6) (5) 

Er:OH+ADO n.u; :!: 2.1 4.JO ~ 11.2 0,077 :!: O.OJ 
[5) (5) (4) 

------------------------------------------·-----------------------; 

TABLA 1. ACTIVIDADES DE LAS ENZIMS QUE ~!i:TABOLIZA}l A LA 

ADENOSINA DURANTE EL MODELO AGUDO DE INTOX.J-i~ACTON CON ETANOL. 

(En nmol / min / mg de proteína) 

Abreviaturas: 5 1 -N• 5 '-nucleotidasa, ADA.,, adenosina deaminasa, 

Al{"" udenosina kinasa. EtOH.. etanol, ssr.. soluclón salina 

isor:ónicd, ADO.., adcnosina. 
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Tratamiento 5'-N ADA AK 

Intaétas 23.50 :!: 1.4 4.06 :!: 0.06 0.045 :!: O.O! 
(4) (4) (3) 

Agua+SSI 21.97 :!: 3.5 3.86 :!: 0.5 0.081 :!: 0.01 
(4) (4) (4) 

Agua+ADO 25.80 :!: 2.5 3.26 ±:' 0.2 0.045 :!: 0.01 
(4) (3) (3) 

EtOH+SSI 23.01 :!: 2.0 4.6'• ! 0.5 0.077 :!: 0.02 
(4) (4) (4) 

E.tOH+AOO :!5. 76 :!: '· .1 4.86 :!: 0.5 0.067 :!: 0.01 
(4) (4) (4) 

TABLA 2. ACTIV rDADES DE LAS ENZIMAS QUE METABOLIZAN A LA 

ADENOSINA DURANTE EL MODELO CRONICO DE INTOXICACION CON 

CTANOL~ (En. ni•o~ / min / mg ,Je proteína). 

Abreviaturn.i: 5'-N"' 5'-nucleotidasa, ADA.,. adcnosinn deamim-tsa .. 

AK• adenosina kinasa, EtOll"" Etanol, SS!= solución salina 

iRotónlcil .. \DO= adcnosina. 
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MODELO AGUDO 

'l'rntnmiento Activid.nd 5AH-H 

--~~~~:~~~-------------;;;~;-~-;4~~--

Glucosu+SS I 

Glucosn+ADO 

Et.UH + !->SI 

htOH + AllO 

( 4) 

260.4 ± 7.6 
(5) 

29lt. 8 ± 37. 8 
(5) 

245.3 :t 27.2 
(6) 

228.9 :t 20.6 
(5) 

MODELO CRONICO 

Tratamie~to Actividad SAH-H 

---~~~;:~~~------------;;~~;-:t-;z~~--

Agua + SSI 

Agun + ADO 

Et.OH + sst 

EtOll + .ti.DO 

( 4) 

253.8 :t 33.8 
(4) 

305.2 :t 9. 7 
(3) 

250.l :t 37.7 
(4) 

195.5 :t 18.2 
(/•) 

TABLA 3. ACTIVIDAD ENZ111ATICA DE S-ADENOSIL-HOMOCISTEINA 
HlDROLASA EN L,\ IN70XICACION AGUDA Y CRONICA CON ETANOL. 

( En pmol/min/mg de proteína). 

Abreviaturas: SAH-H.. S-:idenosi.1-homocístel'.na hidrolas.a. EcOH= 

etanol, SSl• solución salina isotónica, ADO'"' adenosina. 
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'l"ratm:iiento 
NAD+ 

Intactas 
+ 

Gluc+SSI 
+ 

Gluc+irnO 
+ 

EtOH+SSl 
+ 

EtOH+ADO 
+ 

S/D'.IT 

4.94 :!: 0.5 
(4) 

2.20 :!: 0.4 
(1,) 

9.96 :!: 0.6 
(5) 

2.90 :!: 0.1 
(5) 

6.56 :!: 0.9· 
(5) 

3.JO :!: 0,3 
(5) 

11.0 :!: 1.0 
(6) 

2.36 :!: 0.1 
(6) 

11.1 :!: 0.9 
(5) 

J.09 :!: 0.2 
(5) 

C/DTT 

+· 
7.30 - 0.6 

(4) 

2.54 :!: o. 2 
(4) 

9.57 :t 1.4 
(5) 

2.64 :!: 0.1 
(5) 

9.34 :!: 0.2 
(5) 

2.95 :!: 0.1 
(5) 

11.4 :!: 1.0 
(6) 

2.74 :!: 0.2 
(6) 

6.63 :!: 0.5 
(5) 

2.64 :!: 0.1 
(5) 

' 

S/!lTT 
+Pir-LDH 

7.46 :!: 0.7 
(4) 

2.08 :!: 0.2 
(4) 

10.5 :!: 0,9 
(5) 

J.02 :!: 0.2 
(5) 

11.6 :!: 1.4 

.. 

(5) 

3.Jo:!:o.3 
(5) 

9.47 :!: 0.9 
(6) 

2. 42 :!: O. l 
(6) 

12.2 ± 1.2 
(5) 

2.83 :!: 0.3 
(5) 

C/DTT 
+Pir-LDH 

6.30 :!: 0.6 
(4) 

2.02 :!: 0.1 
(4) 

9.53 :!: 1.2 
(5) 

2.45:!:0.1 
(5) 

10.4 :!: 1.0 
(5) 

2.76 :!: 0.1 
(5) 

10.1 :!: o. 7 
(6) 

2.50 :!: 0.1 
(6) 

12.l :!;' l.O 
(5) 

2.80 :!: 0.1 
(5) 

TAoL/\ 4. ACTIVIDAD ENZIMATICA Dr:'. LA Y.~TINA OJCtDASJ\. 
Db'i'ERM.1.NAC~JN DE PRODUCCION D'r~ AL. L'..ICO A 292 nr.i.. 

MOD~LO AGUDO (En nmol / min / mg de proteína) 

Abrcviotur::!..: 1Y..:T.. ditiotreitol 1 Plrt-LDHc pi..ruvato-lactnto 
dt~shiCroge;:asa,. NA'!)c nicotín-adcnín-dinuCicótldo o;ddndo • EtOH=­
etanol, 55¡ .. so.i.~ción &nlinn isotónica, ADCJ= adc.nosina. 
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Tratamiento SIN DTT 

lntactns 11.04 ± !. JO 
(4) 

Gluc+SSI 13.90 ± 0.89 
(5) 

Gluc+Ano 9.96 ± Q,4j 
(5) 

EtOH-f.SSI 12.56 :!: 1.5 
(5) 

EtOH+ADO 10.18 :!: 0.3 
(5) 

' 

CON D'i'T 

9.13 :!: 1.50 
(4) 

10.14 :!: 0.75 
(5) 

9. 98 :!: 0.85 
(5) 

11.a5± 1.01 
(5) 

11.07 :!: 0.86 
(5) 

-------------------------------------·-----------------
TABLA 5. XANTINA OXIDASA. MOJJELO AGUDO. DETER}!INACION 

DE NADH A 340 nm. (En nmol I min / 1 mg de proteína). 

Tratamiento SIN ilTT C•JN DTT 

Intactas l 1.04 ± l.30 9.13 :!: J.50 
(4) (4) 

Agua+SSI ll. 91 ± 1.60 9. 71 ± 0.37 
(4) (4) 

Agua+AOO l l.37 :!: J.51 ll.09 ±0.11 
(3) (3) 

EtOH+SSI 14.115 ± 1. 62 14.96 :t o. 77 
(l.) (4) 

EtOH+ADO 11.85 :!: 0.63 12.35 :!: 1.00 
(4) (4) 

TABLA 6. iw;nNA OXIDASA. NODELO CRONICO DETERMINACION DE 
NADH /1 340 nm. (En nmol / min / i.~r, de proteína) 

Abreviaturas: nTT= ditiotreítol, Eta:¡ .... ct .. :rnol. SS!"' solución 
salina isotónica, ADO• adenosina. 
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-- ---------------------------------------- - --------------------- -
TRkl'AMI r::-rro SlN DTT CO!) DTT srn DT'f CO!': DTT 

NAD+ +Pir-LDH +PiR-LIJH 
-- ------------- ----------------------------- -------- -- ---------- -

1~. 9/f :t o .5 7 .'27 ± o. 8 7 .46 
.• o. J 8 • .29 o. 8 

(4) (11) (4) (4) 
lntactns 

+ 2. ºº :t 0.4 2. 54 ±o. 2 2. 08 ± 0.23 2.02 :t 0.1 
('•) (4) (lo) (!1) 

7 .97 :t 0.8 6. 56 :t o.s 7. 52 ± 0.92 6. 50 :t 0.6 
(4) (4) U•> (4) 

Agua+SSI 
:to. J ± 0.2 ± 0.25 ±o. :i 3. 38 2.Bl 2. :-o 2.60 

(4) (4) (4) (4) 

7. 83 ±o. 7 7. 60 ± 0.1 l+ 
9.28 - 0.8 8 .53 i· 0,3 

(3) (3) (3) (3) 
Agua+ADO 

± 0.2 :!: O. l 1· o. 3 ± 0.2 + 2. 92 2. 72 2.03 l. 92 
(l) (3) (3) (3) 

6. 97 ± 0.6 7 .3l ±o. 6 6. 33 ± O.b 7. 36 to. 3 
(4) (4) (4) (4) 

EtOil+SSI 
+· .42 ± 0.1 2, 1,9 ± 0.2 2 .1 ~ ± 0.2 2. l 7 :t 0.1 

(4) ('+) (1,) (4) 

7. 60 ±o.a 7 .68 t 0.4 8.04 ±o.a 7. 79 ± ().7 
(4) (4) (4) (/¡) 

EtOH+ADO 
± 0.2 ± 0.1 + 2 .26 2 .4 1.88 :t 0.1 2 .31 :': o. 2 

(4) (4) (4) (4) 

-----------------------------------------------·!-----------------

.TABLA 7. XANTn.'A OXIDAS.A, NODELO CHotHCO. DETT-.RMO.'ACION Dl·: 
PRODUCClON DE ,\C. URJCO A ~92 11111 , (En ·uuol / mln / r:1g dt.• 
prot<.•fna). 

Ahrcvi.:i t.uf,¡:.;: NA/J+... n.i cot!n-ndeni'.n-di.nuc leótidc oxidado, DTT.: 
di tiott·eito.i, P J R- -.. DH= piruvato- lnc t-'.lto dc~hidro~entrna, CtOH .. 
etanol, ss:" soll1ción salina isotónica, ADO"' adcnosiu:..i. 
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REBANADAS +: 

t.REFIS 
Rl~GER 

·HH 011 
:!r>mN 

K-R+EtOH 
25rn.l.! 

+AD0100)..l:·I 

K-I<+l::tOll 
J.JmN 

+J\IJ025m.': 

~lolas/min/mg 

O .<1ES - 0.1 
(6) 

ADA 

J.48 ± 0.3 
(4) 

p}Jo. :-s/. in/m 

SA!l-H 

137 .8 :! ¡o.;, 
((¡) 

mr,í /h 

J\G. URICO 

O. l!,6 •· O.GJ 
((;) 

0. liL U«' 1+ .17 O. J B'i. l !. 1 /"!, • (J,, 11 IJ. f} 
(!¡) (5) ''.1>) (()) 

o. 503 :t o. J 5. :w ± o. 7 149 .1 - ~-os o. 379 :!. 0.05 
(3) (3) (J) (3) 

o. ')(l') :t () .IJ~ J. 60 :: u. j l¡Q,4 ~ :!.. 99 o. 159 :t O.O! 
(7) (!l) (e>) (6) 

TAB!.i\ 8. R ,-;LJL'! llOS DEL EXPERIMENTO "1.:\ V: .'R0 11 DE •.DIC:.!ON lE 
l'..'1'1\~~<ll. ,\ HEB¡\Ni\JM:: ll/·: !!1(:,\DO DE M~1Mi\tf.S IN"Jr:c;R()S, 

Ahrcvi.1tur~1. ; 1\l"'" ,\cJenoRina k!nasa, AD1\·' <1df't o~;jn;¡ <lcaml!ws:.i, 
S,\lf-H<> 5-atil!nonjl-hurnocisteínn-liidrolns.:i, K-R= soluc.iún de l~rt!b;.>­
Ringcr, Etüli"" ct,1noJ, /\DO"'= .::<l;.;noslna. 
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