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RESUMEN 



5 

Esta tesis versa sobre el control de las alteraciones 

celulares producidas durante la intoxicación con etanol, mediante 

el empleo de un antiinflamatorio no esteroideo. Inicialmente se 

plantea la importancia del alcoholismo con base en que el alcohol 

es el tóxico de mayor consumo en el mundo y es causante de gran 

número de muertes en personas en edad productiva. 

El metabolismo del etanol y las hipótesis que se han 

postulado para explicar el por qué se lesiona el hepatocito, son 

cubiertos mediante la información más actual. 

Las evidencias experimentales revisadas permiten apuntar 

hacia la generación de radicales libres como iniciadora de la 

degradación peroxidativa de los ácidos grasos insaturados 

estructurales de las membranas celulares. A partir de estos 

hallazgos se abren varias posibilidades de manejo como son el 

empleo de substancias atrapadoras de radicales libres o bien, de 

substancias capaces de aumentar las defensas antioxidantes de la 

célula para contrarrestar el daño producido por radicales libres. 

En la parte experimental de este trabajo se describe un 

modelo de intoxicación aguda con etanol en la rata, que se valora 

a través de varios indicadores metabólicos. Al administrar el 

etanol junto con el antiinflamatorio se logra el 'control de los 

parámetros modificados por la acción del etanol. Tiene especial 

importancia la inhibición de la lipoperoxidación y la 

restauración de los niveles de glutatión disminuidos por el 

etanol. 
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Por último, se discuten los resultados a la luz de la 

bibliografía más reciente sobre el tema y se concluye que deben 

ser explorados nuevos enfoques terapéuticos para el posible 

manejo de las alteraciones hepáticas producidas por el consumo 

exagerado del etanol. Cabe mencionar que los antiinflamatorios no 

esteroideos es el grupo de drogas más empleado como agentes 

terapéuticos por la humanidad. 
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INTRODUCCION 
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En este trabajo se intenta profundizar en el conocimiento 

del daño celular por alcoholismo, sus po~Íbilidades de control y 

de revertir este proceso. 

A pesar de que la ingestión de bebidas alcohólicas ha 

acompañado a la humanidad desde los primeros años de su 

existencia, en las diversas culturas que se establecieron sobre 

nuestro planeta, nunca como ahora el alcoholismo ha sido causa de 

un problema social y económico muy serio·porque afecta la salud 

de, sobre todo, hombres cada vez más jóvenes (1). Aunque las 

estadísticas recientes, particularmente en países desarrollados, 

indican que también se está dando un incremento de mujeres 

alcohólicas (2) y sigue siendo mayor el problema entre individuos 

del sexo masculino. En México, en la Clínica de Atención de 

Problemas Relacionados con el Alcoholismo (CAPRA) del Hospital 

General de México se mantiene una relación de 8:1. Las edades más 

frecuentes en las que aparece es entre los 30 y los 50 años. 

Todos los estratos socioeconómicos se ven afectados por el 

alcoholismo (1) . 

El daño ocasionado por el alcoholismo incluye patología que 

afecta diversos órganos y tejidos, por ejemplo a nivel del 

cerebro, del estómago, del páncreas, la sangre, y el hígado. 

Concretamente al daño celular hepático es al que se hará 

referencia en esta tesis por dos razones; primera: porque el 

metabolismo del alcohol se realiza principalmente en el hígado. 

La segunda es que es el órgano más frecuentemente afectado por la 

ingestión consuetudinaria de etanol. 
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El término "alcoholismo" lleva la connotación de hábito y 

efectivamente es la costumbre exagerada de consumir etanol en 

forma consuetudinaria la que generalmente conduce al daño 

celular. Existe otra situación, como es el caso de gente joven 

no habituada a ingerir bebidas alcohólicas y que una de las 

primeras veces que lo hace es a través de una intoxicación aguda 

que en ocasiones la conduce a la muerte. Con ciertas 

restricciones menores, ambas situaciones: el modelo de 

intoxicación aguda y el alcoholismo crónico son reproducibles en 

animales de laboratorio. De ello nos servimos para la 

realización de este trabajo. 

En una primera parte se abordará el metabolismo del etanol 

en las células del hígado y las enzimas que participan en su 

oxidación. A continuación se plantea el daño celular hepático por 

alcoholismo, tal como ahora se concibe. En seguida se indican los 

métodos empleados. Posteriormente se incluyen los resultados in 

extenso, parte de los cuales han aparecido en una publicación 

reciente (3). Sobre la discusión, ésta se basa en la comparación 

de los resultados con los de la literatura internacional y se 

incluyen sus posibilidades de aplicación, sobre todo en la etapa 

inicial del daño ocasionado por el alcoholismo en el hígado. 
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HIPOTBSIS DB TRABAJO. 

Si el daño celular producido por el alcoholismo esta mediado 

por radicales libres del oxígeno, formados en exceso, un 

atrapador de radicales libres, que ha demostrado su eficiencia en 

otros sistemas, será capaz de atenuar o controlar el daño cuando 

se administre en forma simultánea con el hepatot6xico. 
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OBJE'l'IVOS 

Se pretende confirmar que la naturaleza del daño hepático 

producido por el etanol tiene como base una producción exagerada 

de radicales libres del oxígeno, que rebasa los mecanismos 

naturales de protección que existen en un organismo e inducen la 

lipoperoxidación de los ácidos grasos insaturados de los 

fosfolípidos estructurales de la membrana celular, para: 

También demostrar in vivo la habilidad de un 

antiinflamatorio no esteroideo como atrapador de los radicales 

libres hepáticos generados por el alcohol, o bien, como 

bloqueador de la producción de los mismos, con objeto de conocer 

sus posibles cualidades hepatoprotectoras en un diseño 

experimental de intoxicación aguda por etanol. 
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METABOLISMO DEL ETANOL 
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El etanol es una molécula pequeña, miscible con el agua y 

los lípidos que posee una desigual distribución de sus cargas, 

lo que la hace ser polar. Todo lo anterior permite al etanol 

moverse con gran facilidad a través de la¡¡ membranas celulares, 

de tal forma que su concentración se equilibra rápidamente entre 

la sangre y los tejidos y sus efectos conductuales se notan a los 

pocos minutos de haber sido ingerido. 

Los efectos de las bebidas alcohólicas en el humano dependen 

en parte de la cantidad del etanol consumido por unidad de peso 

corporal. En números redondos 350 ml de cerveza ó 150 ml de vino 

de mesa ó 45 ml de bebidas alcohólicas 80 "proof" (cognac, vodka, 

tequila, etc.) contienen 12. 5 g de alcohol. Otras substancias 

contaminantes que se encuentran en las bebidas alcohólicas pueden 

contribuir al daño corporal, a corto, mediano y largo plazo, 

entre ellas se incluyen: metanol, fierro, plomo y cobalto. En el 

cuadro I se observa una correlación entre el volumen de bebidas 

ingeridas y las concentraciones de etanol que se alcanzan en 

sangre, así como sus efectos sobre el comportamiento. La 

concentración de alcohol en la sangre se expresa en la actualidad 

en mmoles/L, antes se reportaba en mg/dl (1 mmol/L es igual a 4.6 

mg/dl) . El etanol es un depresor del sistema nervioso central, 

tiende a disminuir la actividad neuronal, a pesar de que a bajas 

concentraciones sanguíneas se observa un efecto estimulante sobre 

el comportamiento, debido a una depresión de los mecanismos 

inhibitorios del cerebro. El etanol tiene tolerancia cruzada con 

otros tranquilizantes y su patrón de comportamiento es parecido 
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CUADRO I - CONCENTRACION DE ETANOL EN SANGRE Y 

ALGUNOS INDICADORES DEL COMPORTAMIENTO 

Concentración de 
etanol en sangre 
mg/100 ml mmoles/L 

0-46 o - 10 

46-92 10 - 20 

92-138 20 - 30 

138-230 ·30.- 50 

230-460 50 -100 

más de 460 más de 100 

Número de bebidas 
para alcanzar la 

concentración 
indicada* 

2 

4 

6 

8 - 10 

Indicadores aproximados 
del 

comportamiento 

Ligeramente 
eufórico 

Eufórico, verborreico, 
ligeramente incoordina
do, no debe manejar. 

Excitado, con frecuencia 
agresivo, irreflexivo, 
irresponsable. 

Deprimido, obviamente 
incoordinado. 

Muy deprimido, hay que 
ayudarlo a caminar 

Límite de tolerancia 
Peligro de muerte 

* Dada la enorme variabilidad a la respuesta al etanol, esta 
columna de datos aproximados están adaptados a las siguientes 
condiciones: la unidad de bebida es la copa normal de 45 ml o una 
botella de cerveza o una copa de vino de mesa; se refiere a la 
ingestión del número de bebidas ingeridas por un individuo de 65 
kilos, en ayuno, que ingiere el alcohol en un período aproximado 
de 90 a 120 minutos. La situación cambia si el individuo tiene 
otro peso corporal, si ingiere alimentos o si consume el alcohol 
a una velocidad diferente. 
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al de otros depresores del SNC (benzodiazepinas, barbitúricos y 

otros sedantes e hipnóticos). 

ABSORCION Y ELIMINACION 

El alcohol se absorbe en cantidades muy pequeñas en la 

mucosa oral y la esofágica; en el estómago e intestino grueso en 

cantidades considerables, el sitio principal de absorción es la 

porción proximal del intestino delgado, La presencia en el 

intestino de proteínas, grasas y carbohidratos disminuye la 

absorción del etanol, mientras que ésta aumenta cuando tiene 

lugar el vaciamiento gástrico, la máxima absorción se observa con 

soluciones de alcohol al 20%. La absorción se favorece cuando la 

bebida contiene una menor cantidad de contaminantes ó cuando ha 

sido sometida a un proceso de carbonatación (por ejemplo el 

champagne) . Entre el 2 y 10% del etanol consumido se elimina 

directamente a través de los pulmones, orina y sudor, pero la 

mayor parte del etanol es metabolizado a acetaldehido 

principalmente en el hígado (4) (fig. 1) . Se ha reportado una 

deshidrogenasa alcohólica en el estómago (5), sin embargo, la 

actividad de esta enzima durante un consumo elevado de alcohol no 

resulta importante sino solamente durante el consumo moderado de 

etanol. Existen al menos 3 rutas metabólicas que permiten oxidar 

aproximadamente 12.5 g de alcohol por hora, cada una de las rutas 

muestra una concentración óptima distinta para oxidar al etanol 

(fig. 2). Se ha descrito otro camino no oxidativo para 

metabolizar el etanol¡ en esta vía el etanol se esterifica con 

ácidos grasos para formar etil ésteres de ácidos grasos (6), 
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Figura 1 - Sitios de eliminación y metabolismo del etanol. 
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Figura 2 - Caminos hepáticos de la oxidación in vitro del etanol 

y el acetaldehído. 
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además esta vía no tiene importancia cuantitativa en el hígado; 

pero en el páncreas, el corazón y el tejido adiposo, que carecen 

de las enzimas para oxidar etanol en fo:cma significativa, parece 

que los etil ésteres de ácidos grasos tienen un papel 

dete:cminante en el daño inducido por el alcohol (7) . 

OXIDACION DEL ETANOL POR LA DESHIDROGENASA ALCOHOLICA 

La deshidrogenasa alcohólica (ADH:· Alcohol: NAD+ oxido 

reductasa, E.C. 1.1.1.1.) fue el primer sistema descrito 

responsable de la oxidación del etanol. Esta es la principal 

enzima del metabolismo inicial del etanol en los seres humanos y 

cataliza la oxidación del etanol hasta acetaldehído en una 

reacción acoplada a la transferencia de un hidruro al cofactor, 

que en este caso es la coenzima nicotinamida adenindinucleótido 

(NAD+), la cual se convierte en su fo:cma reducida: NADH. En la 

reacción se libera un protón. 

REACCION: 

(

CH3-CHrOH 

ADH 

CH3-CH=O + 

La ADH contiene zinc y un grupo tiol (-SH), perteneciente a 

la cisteína, que participa en la reacción. Es inespecífica en 

cuanto a que oxida también otros alcoholes alifáticos primarios, 

secundarios y terciarios, así como, a cierto número de alcoholes 

cíclicos, catalizando también la dismutación de aldehídos (3-B-
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hidroxiesteroides). Tiene una amplia distribución . en . los 

organismos vivos: (animales, plantas y microorganismos), 

localizándose en el citosol de las células. 

VARIABILIDAD GENETICA DE LA ADH 

La ADH 

genéticamente, 

presenta 

lo que 

una gran 

explica la 

heterogeneidad 

existencia de 

determinada 

un amplio 

polimorfismo enzimático, que junto con otros factores favorecen 

gran variedad de fenotipos enzimáticos; estos datos le dan una 

base molecular a la ya referida observación común sobre la 

diferente susceptibilidad individual al etanol. Existen 

numerosos reportes en la literatura sobre el polimorfismo de la 

ADH, en donde se han descrito, además de diferencias 

individuales, diferencias raciales, sexuales y tisulares. Se han 

identificado tres clases de isoenzimas, distribuídas en los 

tejidos de los humanos, la actividad más importante es la 

encontrada en el tejido hepático; aunque también se localiza en 

el riñón, el estómago, el intestino y los pulmones (8). En el 

cuadro II se presentan las clases de isoenzimas hepáticas del 

humano. 

La importancia de la ADH gástrica ha sido enfatizada 

recientemente en las mujeres (9) . La isoenzima gástrica es casi 

exclusivamente clase III y llega a participar en forma importante 

en la oxidación del etanol en individuos sanos que ingieren 

cantidades moderadas de etanol. Su actividad desciende en los 

alcohólicos, aún es más notable el descenso, en las mujeres 

alcohólicas. La actividad de la ADH gástrica es modificada por 



Ct7ADRO II - POLIHORPISHO DE LA DBSHIDROGBNASA ALCOHOLICA (ADH) 

HEPATICA DBL BtJMANO* 

Tipo de 
enzima 

I 

II 

III 

Locus Genético 

ADH-1 

ADH-2 

ADH-3 

ADH-4 

ADH-5 

*Tomado de la referencia 8 

? 

? 

Alelos 

1 

Cadenas 
peptidicas 

OI 

Bl 

2 B2 fBerni) 

B Honolulu 

B Indianapolis 

1 lil 

2 li2 

1T 

X 

:ii::m para el 
etanol 

34 mM 

muy alta 

20 
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algunos medicamentos, especialmente los bloqueadores de los 

receptores H2, y de ellos, la cimetidina y la ranitidina son los 

más efectivos (10) . También la aspirina inhibe la actividad de la 

ADH gástrica (11) . 

La ADH del hígado del humano es la que tiene mayor 

polimorfismo (Cuadro II); la importancia biológica de este hecho 

aún no está bien entendida, pero se ha visto que contribuye a las 

diferencias observadas en la eliminación del etanol in vivo. 

SISTEMA MICROSOMAL OXIDANTE DEL ETANOL (MEOS) 

Una segunda ruta de oxidación del etanol ocurre en el 

retículo endoplásmico liso con una Km de 10 mM y puede ser muy 

importante como sistema destoxificante cuando se alcanzan 

concentraciones altas de etanol en la sangre. EL MEOS puede 

inducirse con ingestas repetidas de bebidas alcohólicas, esto es, 

el consumo crónico del etanol ocasiona en un hígado sano, el 

aumento en la cantidad de los componentes del MEOS y así se 

activa la oxidación y por ende se acelera la eliminación del 

alcohol sanguíneo. En el MEOS el producto final de la reacción 

es también el acetaldehido, como en el caso de la ADH, pero en 

este caso se requiere de oxígeno y como coenzima el NADPH 

(dinucleótido de nicotinamida y adenina fosfato reducido) . Al 

final de la reacción se genera la forma oxidada de la coenzima: 

NADP y agua oxigenada. 



REACCION: 

(

CH3-CH2-0H + 202 + NADPH + H+ 

NADPH CIT P450 REDUCTASA 

CH3-CH=O + NADP+ + 2 H202 

22 

Además de aclararse algunos hechos sobre el metabolismo del 

etanol que no eran explicables vía ADH exclusivamente, el 

descubrimiento del MEOS trajo aparejada la caracterización de una 

forma de citocromo, el P 450 (P450 IIEl), específica para la 

oxidación del etanol y se adquirió un mayor conocimiento sobre 

las interacciones de la degradación del etanol con la de varias 

drogas. La observación inicial hecha por Iseri, en 1964 (12), 

sobre la proliferación de membranas microsomales inducida por el 

consumo prolongado del etanol en las ratas, desencadenó los 

estudios para demostrar que los microsomas hepáticos podrían ser 

el sitio para la localización de un sistema distinto e inducible 

para la oxidación del etanol. Más tarde, este sistema fue 

demostrado in vi tro y llamado sistema microsomal oxidante del 

etanol (MEOS) por Lieber y De Carli, en 1968 (13). El MEOS 

participa también en el metabolismo de numerosas sustancias 

xenobióticas, de aquí que la inducción en la actividad del MEOS 

por el etanol, guarda estrecha relación con la hepatotoxicidad de 

varias drogas, carcinógenos y agentes xenobióticos cuyo 

metabolismo puede estar alterado en los alcohólicos. Se han hecho 

estudios precisos para barbitúricos, meprobamato, diazepam, 

aminopirina, tolbutamina, propanol y rifamicina, pero aún quedan 
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por estudiarse otras interacciones del etanol con numerosos 

fármacos ampliamente usados en terapéutica. 

CATALASA 

En épocas anteriores se pensó que la enzima catalasa 

contribuía de manera importante al metabolismo celular del 

etanol. Actualmente, mediante el uso de inhibidores potentes de 

esta enzima (3-amino-1,2,4-triazol), se sabe que su contribución 

a la degradación del etanol in vivo, no tiene importancia 

cuantitativa ya que al estar inhibida ésta, no se produce cambio 

alguno en la velocidad de oxidación del etanol, indicando con 

ello una degradación eficiente por parte de los otros dos 

sistemas. La actividad principal de la catalasa en el hígado 

está en los peroxisomas. La oxidación del etanol por esta ruta 

sucede en una reacción tipo peroxidasa; se produce acetaldehido 

igual que en las otras dos rutas. 

REACCION: 

(

CH3-CH2-0H + H202 

CATALASA 

CH3-CH=O + 2 H20 

El factor limitante de la reacción parece residir en la 

disponibilidad del agua oxigenada, que se genera en las 

reacciones catalizadas por la xantín-oxidasa y por las NADPH 

oxidasas. 
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REACCIONES: 
Isquemia 6 hipoxia Xantin deshidrogenaea 

ATP~PL-+ Adenosina l A - XANTIN OXIDASAS 

InoÍ'ina 

HipoJntina~Xantin oxidas• 

r 
B - NADPH OXIDASAS 

o¡ , I~ 02 
Xantina 
Ac.úrico 

(°2 
NADPH + H+~~-+-c:;~~~~~-~•NADP 

H202 

OXIDACION DEL ACETALDEHIDO POR LA DESBIDROGENASA ALDEBIDICA 

Son numerosas las alteraciones fisiopatológicas relacionadas 

con la ingesta crónica y exagerada del etanol, 

que cada vez más se atribuyen al acetaldehido y menos al etanol. 

El acetaldehido se oxida a acetato en una reacción que tiene 

también como cofactor al dinucleótido de adenina y niacina: NAD+, 

en ella sucede la trasferencia de un hidruro del sustrato al 

cofactor, y su reducción a NADH. La enzima deshidrogenasa 

aldehídica (ALDH) cataliza la siguiente reacción: 

(

CH3-CH = O + NAD+ + 

ALDH 

o 
// 

CH3- C + NADH + H+ 
\ 

OH 

Otras enzimas del tipo de las flavoproteínas: la aldehido

oxidasa y la xantin-oxidasa, también son capaces de catalizar la 

oxidación del acetaldehido pero son bastante inespecíf icas y 
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muestran poca afinidad por él. 

Sobre las características de la deshidrogenasa aldehídica 

(ALDH; aldehido: NAD óxido-reductasa, EC 1.2.3) se sabe que puede 

catalizar la oxidación de otros aldehídos alifáticos de cadena 

lineal y ramificados, o bien, aromáticos. Racker en 1949 (14) la 

purificó del hígado de bovino y se definieron dos grandes grupos 

de ALDH, llamados de alta y baja afinidad, con base en su Km. En 

los últimos años se han caracterizado en órganos y tejidos de los 

humanos varias isoenzimas de la ALDH. Estos estudios revelan que 

hay al menos 4 grupos de isoenzimas de la ALDH con base en su 

movilidad electroforética (Cuadro III) . 

CUADRO III - PERFIL DE DISTRIBUCION DE LAS ISOENZIMAS DEL ALDB EN 

EXTRACTOS DE DIFERENTES ORGANOS, OBTENIDAS POR 

ELECTROFORESIS DE ALTO VOLTAJE EN GEL DE ALMIDON.* 

Hígado 

Pulmón 

I 

++ 

Músculo + 

Corazón ++ 

Estómago + 

Cerebro 

Bazo 

Riñón ++ 

II 

++ 

++ 

++ 

+ 

+ 

* Modificado de la referencia' 8. 

III IV 

+ ++ 

++ 

+ 

++ 

+ 

++ ++ 
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DISTRIBOCION CELULAR Y TISULAR 

En general se acepta que las isoenzimas con baja Km (ALDH I) 

están localizadas en la mitocondria y las de alta Km (ALDH II, 

ALDH III, ALDH IV) en el citosol, por lo que a bajas 

concentraciones de acetaldehido, tal como ocurre en la 

intoxicación 

mitocondrial. 

heterogeneidad 

alcohólica .•..•.. su oxidación es primordialmente 

Las 

en: 

isoenzimaif ·de ·1a', ALDH muestran una gran 

su di~~~ibl.lCión ~tisUlar y orgánica. Existen 
'- ·:··.·:_ 

isoenzimas de la form~ I y :i:i éri el hígado, el riñón, el cuero 

cabelludo, y los fibroblastos cultivados, mientras que la 

isoenzima tipo III está presente en el estómago, los pulmones, 

los testículos y muy poco expresada en el bazo, el hígado, el 

intestino y la piel. 

La placenta contiene las isoenzimas I y II, la actividad 

predominante es la de ALDH II, que es insuficiente para prevenir 

el paso del acetaldehido de la sangre materna producido por el 

metabolismo del etanol al producto. Esto puede ser importante 

para los posibles efectos del acetaldehído en el síndrome 

alcoholo-fetal. Las ALDH cerebrales metabolizan aldehídos 

biogénicos del cerebro humano. Los eritrocitos poseen una 

isoenzima semejante a la citosólica del hepatocito. 

En el 
1
.hígado, en condiciones fisiológicas, el 90% del 

acetaldehido ahí sintetizado es rápidamente oxidado a acetato; 

únicamente en dicho órgano llegan a encontrarse concentraciones 

fisiológicas elevadas de acetaldehido. A su vez, el acetato sale 

del hígado y en otros tejidos es convertido en acetil coenzima A: 



En la 

(

CH3 - COOH + ATP + CoASH 

AcetilCoA sintetasa 

,;;º 
CH3-C~SC0A + AMP + PPi 

mayoría de los tejidos 
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extrahepáticos la 

acetilcoenzima A se oxida en el ciclo de Krebs, mientras que en 

el hígado y el tejido adiposo con frecuencia es precursora de los 

ácidos grasos ahí sintetizados. 

VARIABILIDAD GENETICA DE LA ADHL 

Las observaciones realizadas en la actividad de la ADHL 

sugieren que existe una variabilidad genética tan grande como la 

de la ADH. Además, existe un gran polimorfismo enzimático. La 

isoenzima mitocondrial ALDH I es la más polimórfica. Hay pocos 

casos reportados de polimorfismo en la forma citosólica de ADHL 

II y probablemente también existe en la ADHL III. Los estudios en 

poblaciones orientales, en particular en los japoneses, indican 

que aproximadamente un 50% tienen una ADHL I deficiente y como 

consecuencia estos individuos después de ingerir bebidas 

alcohólicas presentan una alta concentración de acetaldehído en 

la sangre. Esto puede reconocerse también en la saliva, y en el 
i 

aliento. Los individuos con ese problema, presentan un cuadro 

semejante al que sucede en personas normales que reciben 

inhibidores de la deshidrogenasa aldehídicas (artabus), aparecen 

una serie de signos y síntomas que se resumen en el Cuadro IV. La 

menor incidencia de la enfermedad alcohólica hepática en los 
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japoneses probablemente esté relacionada con el defecto 

enzimático, una hipersensibilidad genética mantiene a los 

individuos en un riesgo menor de convertirse en bebedores (15) . 

CUADRO IV - SINTOMAS Y SIGNOS DE ALDEHIDISMO 

S:íntomas 

Mareos 

Sensación de quemadura 
en el estómago 

Opresión pectoral 

Debilidad Muscular 

Palpitaciones 

Sensación de calor 
en la cara 

Cosquilleo en los 
brazos o en los pies 

Signos 

Enrojecimiento de la cara 

Depresión cardíaca 

Hipotensión 

Taquicardia o bradicardia 

Vasodilatación Periférica 

Elevación de la temperatura 
corporal 

Aumento del flujo arterial 
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EFECTOS METABOLICOS OCASIONADOS POR LA OXIDACION DEL ETANOL 

La ingestión de una dosis aguda de etanol compromete a todas 

las vías metabólicas del hígado, el principal órgano responsable 

de la oxidación del etanol. Es importante considerar que en esas 

condiciones la oxidación del etanol influye decisivamente sobre 

otras moléculas oxidables por el propio hígado. El cuadro V 

muestra el tipo de moléculas contenidas en un dieta de 2, 200 

calorías, donde se incluye media botella· de vino de mesa. Si 

bien en la dieta hay más moles de glucosa que de etanol, la 

glucosa, al igual que los ácidos grasos y las proteínas, son 

utilizados prácticamente por la totalidad de los tejidos y el 

etanol es oxidado preferentemente en el hígado, lo cual 

contribuye a explicar las grandes adaptaciones metabólicas que 

produce el etanol en ese órgano. A continuación se analizan 

algunas de ellas. 

REOXIDACION DEL NADH. 

La velocidad de absorción del etanol y la de la distribución 

en los tejidos es mayor que la velocidad de oxidación del propio 

etanol. Por esa razón la concentración del alcohol permanece 

elevada en la sangre y se manifiestan las características de la 

intoxicación alcohólica que se consideran como comportamiento 

anormal del individuo. Los datos experimentales indican que el 

factor limitante en la velocidad de oxidación del etanol es la 

reoxidación del NADH citosólico (16) . 



CUADRO V - PRINCIPALES NUTRIMENTOS CONTENIDOS 

EN UNA DIETA DE 2,200 CALORIAS. 
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Nutrimento gramos masa molecular 
promedio 

moles calorías 

H20 2,000 18 110 o 

Carbohidratos 250 180 1.4 1,000 

(como glucosa) 

Grasas 100 275 0.35 

(como ácidos grasos) 

Proteínas 75 125 0.6 

(como aminoácidos) 

Vino * 36 46 0.78 

(como etanol) 

* Se consideraron 375 ml, equivalentes a la mitad de una 

botella de 750 ml, con 12% de etanol y una densidad del 

etanol de 0.79. 

900 

340 

270 
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La deshidrogenasa alcohólica se localiza en el citosol del 

hepatocito, sitio donde se produce una molécula de NADH por cada 

molécula de etanol oxidado en esta vía. En condiciones basales la 

relación normal NAD/NADH en el citosol del hepatocito se mantiene 

cerca de 1,000; la ingestión de una carga aguda de etanol 

desciende la relación hasta 10 veces (17). 

Un aspecto importantísimo de la fisiología de la célula 

hepática se refiere a que su membrana mitocondrial es impermeable 

al paso del NADH; por lo tanto, el NADH generado en el citosol no 

atraviesa la membrana mitocondrial para ser usado como 

combustible en la cadena respiratoria. En la mitocondria del 

hepatocito sólo el NADH originado en su seno se emplea en la 

cadena respiratoria mitocondrial para la síntesis de ATP (18) . 

Por lo tanto, la oxidación hepática del etanol disminuye la 

concentración del NAD+ citosólico, lo que no sólo restringe la 

conversión del etanol en acetaldehido sino que altera todo el 

metabolismo al favorecer la formación de los grupos alcohol de 

otras moléculas a partir de sus respectivos grupos aldehído, por 

la acción de todas las deshidrogenasas localizadas en el citosol 

de las células hepáticas. Así, a partir del piruvato y del NADH, 

con el concurso de la deshidrogenasa láctica, se forma más 

lactato, que al pasar a la sangre determina la típica 

hiperlactacidemia comúnmente observada en el individuo intoxicado 

con etanol. 

Son varias las enzimas deshidrogenasas, situadas en el 

citosol del hepatocito, que pueden catalizar la reoxidación del 

NADH a NAD+. Entre las más importantes, podemos mencionar las que 



participan en las siguientes reacciones: 

Lactato 
Deshidrogenasa 

Piruvato + NADH + H+ ---------------"--> Lactato '+ NAD+ 

Glicerofo~f·aJ~' '. . ·.· · ·· 
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deshidrogenasa'• .. e:. · · .•. · 
Dihidroxiacetona-3-P + NADH + H+ -----~:.:o:.:::.:·.;.·;..:,i':Glié:erol·.;.3:.p+NAD+ 

· .. ' ' : ;. ·.~ ·: ·.--.... . ·.-; ·::\ ·:: .. 
Gliceraldel:liá~"' 3 :.:p · ·. / 
Deshidrogenas'a: . · · . . . 

1.3 bisfosfoglicerato + NADH + H+"'--~-~-·~>Gliceraldehído~3:.:P+NAD+ 

Malato 
Deshidrogenasa 

Oxalacetato + NADH + H+ -----------------------> Malato + NAD+ 

Las 4 reacciones anotadas son reversibles y si bien en 

condiciones estándar el equilibrio tiende a la formación del 

alcohol (lactato, malato, glicerol 3P y gliceraldehído 3P) en las 

condiciones prevalecientes en la célula el flujo metabólico 

ocasiona la oxidación de los 4 alcoholes anotados y la formación 

de sus 4 productos de oxidación (piruvato, oxaloacetato, etc) y 

del NADH. En consecuencia, la regeneración del NAD+ en el 

citosol, a partir de las 4 reacciones anotadas, es una solución 

transitoria. La regeneración del NAD+ citosólico a partir del 

NADH se lleva a cabo en la célula hepática por medio de los 

sistemas llamados de "lanzaderas". Dos lanzaderas se han 

considerado metabólicamente importantes al ocurrir la degradación 

del etanol en el hígado, la del glicerofosfato y la del malato-

aspartato. 
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En el sistema del O!-glicerofosfato, los electrones y el 

protón que cede el NADH (H: o hidruro, y en bioquímica también se 

le conoce como "equivalentes reductores" l, se transfieren a la 

dihidroxiacetona fosfato, un metabolito normal de la glucólisis, 

con lo que se regenera el NAD+ citosólico, en una reacción 

mediada por la deshidrogenasa del O!-glicerofosfato, dependiente 

de NAD+ y de localización citosólica. Para que el sistema sea 

efectivo se requiere que el glicerol-3-fosfato vuelva a 

convertirse en dihidroxiacetona fosfato, lo cual se logra en una 

reacción catalizada por la deshidrogenasa del glicerol-3-fosfato, 

localizada en la cara externa de la membrana mitocondrial, la 

cual tiene como coenzima al FAD (fig. 3). El glicerol-3-fosfato y 

la dihidroxiacetona fosfato permanecen en el citosol, no penetran 

a la mitocondria y la dihidroxiacetona queda disponible para 

aceptar otro NADH proveniente del etanol y regenerar más NAD+ . 

Respecto a la coenzima, el FAD unido a la enzima de la membrana, 

se convierte en FADH2 durante la reacción, los electrones 

disponibles en el FADH2 son transferidos a la coenzima Q y de ahí 

al resto de la cadena respiratoria mitocondrial dando lugar a la 

formación de 2 moléculas de ATP, en comparación con las 3 

moléculas de ATP que pueden generarse a partir del NADH. Por lo 

tanto, en este sistema, la regeneración de una molécula de NAO+ 

tiene la desventaja de disipar la energía equivalente a la 

síntesis de una molécula de ATP. 
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e r· T o s o L 
MEMBRANA 

MITOCONDRIAL 
INTERNA 

MATRIZ 
MITOCONDRIAL 

Etanol NAO+. Glicerol 3.P 

( 
Acetaldehído NADH 

+ 
a+ 

Figura 3 

Acetato 

¡(N~: 
NAD+ 

- Transporte de los electrones del NADH del citosol a la 
mitocondria y regeneración del NAD+ en el citosol . 
GDPH: glicerofosfato deshidrogenasa (forma membranal, 
dependiente de FAD) . 
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La lanzadera malato-aspartato tiene mayor complejidad; en la 

figura 4 se presenta en su versión más simplificada. El 

oxalacetato del citosol se combina con el NADH también del 

citosol y forman malato y NAD+. El malato por un acarreador 

específico de la membrana mitocondrial, penetra a la matriz de la 

mitocondria donde se combina con el NAD+ y regenera oxalacetato y 

NADH. El NADH del interior de la mitocondria cede sus equivalente 

reductores a la cadena respiratoria para la síntesis de ATP y se 

transforma en NAD+; el oxalacetato no sale como tal de la 

mitocondria y en una reacción de transaminación se combina con el 

glutamato para formar aspartato y Cl!-cetoglutarato; el aspartato 

sale de la mitocondria con la participación de un translocador 

mitocondrial y en el citosol vuelve a formar oxalacetato por otra 

reacción de transaminación, semejante a la anterior, donde el 

aspartato cede su grupo amino y queda como oxalacetato, 

simultáneamente el Cl!-cetoglutarato recibe el amino y se convierte 

en glutamato. La lanzadera puede operar en cualquiera de las 2 

direcciones, pero al haber oxidación activa del etanol por la vía 

de la deshidrogenasa alcohólica, la mayor producción del NADH 

citosólico y la capacidad casi ilimitada de usar NADH en la 

cadena respiratoria mitocondrial, dirigen el flujo de la 

lanzadera a introducir equivalentes reductores hacia la 

mitocondria. 

EFECTOS HIPOGLUCEMIANTES DEL ETANOL. 

En el ayuno, la vía gluconeogénica hepática viene a ser 

vital para mantener los niveles de glucosa en la sangre. Se sabe 



CITO SOL 
MEMBRANA 

MITOCONDRIAL 
INTERNA 
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MITOCONDRIA 

Acetaldehído---------1---1---~ Acetaldehido Acetato 

. . ~tanol NAD+~H + H+ 

::__ J' l CADENA ) (

02 

~ r RESPIRATORIA 

Malato ---1-º'--l--Mala:\__ ) H,o 

~ADH + H 

a-cetoglutarato a-cetoglut~alacetato 

Oxalacetato 

ASpartato 1-"c----------i----1Aspartato Glutamato 

Glutamato 1-0....;;...--1------------' 

Figura 4 - Lanzadera del aspartato malato en el hígado. 
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que el alcohol inhibe la gluconeogénesis (19) y este efecto 

podría contribuir a la hipoglucemia tan común que se observa en 

los alcohólicos, particularmente después de un período de consumo 

excesivo. En tal situación el enfermo alcohólico generalmente no 

come, con lo cual se agudiza la disminución de la glicemia. Una 

hipoglicemia severa y la acidosis láctica concomitante pueden ser 

los dos factores más importantes para desencadenar el coma y el 

colapso en los alcohólicos cuando se instalan por un período 

largo de consumo de alcohol. Otro factor adicional en el 

alcohólico crónico es que puede tener inhibida la habilidad para 

secretar algunas hormonas que intervienen en el control de la 

lipólisis (cortisol, hormona del crecimiento) y esto reduce la 

disponibilidad de ácidos grasos como combustible celular. Si lo 

anterior ocurre en situaciones de ayuno prolongado se exacerba la 

hipoglicemia. 

La inhibición en la gluconeogénesis hepática ocasionada por 

el etanol se ha explicado como una consecuencia más de los altos 

valores de la relación NADH/NAD+ detectada en el citosol del 

hepatocito al haber una activa oxidación del alcohol. En este 

sentido se han señalado los siguientes aspectos: 

l. En condiciones normales parte del oxalacetato del citosol 

se convierte en fosfoenolpiruvato, un precursor indispensable en 

la ruta gluconeogénica. Al haber oxidación del etanol, el 

oxalacetato citosólico se produce en menor cantidad y el poco que 

hay, está comprometido y es usado en la lanzadera de aspartato

malato (fig 5). 



Glucógeno 
t + 

Glucosa 6-Fosfato 

t + 
Fructosa 6-fosfato 

P¡~ 

CITO SOL 

-----•Glucosa -
sanguínea 

Fructosa 1.6 bis fosfato 
t+ 

Gliceraldehido 3-fosfato Dihidroxiacetona fosfato 

1.3 bis 

¡c::H ::::>IJ 
fosfoglicerato 

l':.', 
', 

' ' ' ' ' ' 

a-glicerof osfato 

Etanol 

NAD+~1 
NADH~ 
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Fosfoe~~:~ruva~t_º _______ A_c_e_t_a_l~d~e-h_í_d_º~ 
1 MITOCONDRIA Acetaldehido 

NAD 

~NADH 

°"ª'ª'''ª' Nl\D:=:::>l t:: NADH 
Acetato r NAD+ NADH 

Lactato..----------- Piruvato~~ Acetil Coenzima A 

Figura s - Utilización del NAD y del NADH en la gluconeogénesis 
hepática. No se incluyen en la figura todos los 
metabolitos en la vía gluconeogénica. 
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2. La disponibilidad de piruvato como precursor de 

oxalacetato (y después de fosfoenolpiruvato) disminuye debido a 

la rápida conversión del piruvato en lactato debida precisamente 

a la elevada concentración de NADH formado en el citosol durante 

la oxidación del etanol. 

3. En situación normal, el glicerol producido en el tejido 

adiposo durante la lipólisis es convertido en a-glicerofosf ato en 

el hígado. La primera etapa para que· el glicerofosfato se 

transforme en glucosa es su conversión a dihidroxiacetona fosfato 

en una reacción que requiere NAD+ y forma NADH. Durante la 

oxidación activa del etanol, disminuye notablemente la síntesis 

de la dihidroxiacetona fosfato debido a que el exceso de NADH y 

la carencia de NAD+ en el citosol inclina el equilibrio de la 

reacción a la síntesis de más a-glicerofosfato. 

EFECTOS BIPERGLICEMIANTES DEL ETANOL 

En humanos y en animales alimentados, el etanol no produce 

hipoglicemia. In vivo el etanol inhibe la utilización de la 

glucosa estimulada con insulina en humanos y en perros. Para 

explicar estos efectos hiperglicemiantes en el animal alimentado, 

opuestos a los hipoglicemiantes que se presentan durante el ayuno 

existen tres hipótesis. La primera se apoya en una inhibición de 

la utilización de la glucosa. La segunda propone un aumento en la 

glucogenolisis por estimulación de la fosforilasa o bien una 

inhibición de la glucógeno sintetasa, ambas moduladas por la 

disminución de la glucosa 6 fosfato. La tercera, sugiere que la 

gluconeogénesis no se inhibe durante la administración de etanol 
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en el animal alimentado. Para comprender esta última 

explicación, sería necesario considerar que el hígado es capaz de 

estimular o inhibir la velocidad de glucogenólisis en respuesta a 

la disminución o al aumento de la gluconeogénesis 

respectivamente. Aunque este tipo de regulación puede complicar 

la producción hepática de glucosa estimulada por homonas o 

fármacos, si tiene sentido fisiológico porque ayudaría a mantener 

constante la concentración de glucosa sanguínea, a pesar de las 

variaciones en la disponibilidad de sustratos gluconeogénicos. 

EFECTOS DEL ETANOL EN EL METABOLISMO DE LOS LIPIDOS 

El consumo crónico de etanol puede conducir al depósito 

excesivo de triacilglicéridos hepáticos. Por un lado el aumento 

de acetato disponible como acetil CoA es precursor de ácidos 

grasos, 

sistema 

por otro lado, está inhibida su degradación; además, el 

de lipoproteínas está alterado de manera que la 

exportación de triacilglicéridos del hígado hacia la circulación 

está comprometida. En consecuencia la esteatosis hepática 

observada después de la ingestión exagerada de etanol puede 

considerarse multifactorial. Sin embargo, no está claro si el 

depósito anormal de lípidos causa daño al hígado, o si es una 

consecuencia del daño. En ambos casos la esteatosis puede 

evolucionar a hepatitis y eventualmente a cirrosis. Conforme el 

hígado graso se desarrolla hay un descenso en la cantidad de 

retículo endoplásmico, especialmente el rugoso, (que es el que 

interviene en la síntesis de proteínas) . 
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DESTINO DEL ACETALDEBIDO 

En la especie humana las variaciones en la concentración de 

etanol en el intervalo de 24 a 56 mM se acompañan de niveles de 

acetaldehido entre O. 02 a O. 03 mM; los datos en sí son de gran 

interés y requieren de un análisis. ¿Por qué no se acumula el 

acetaldehído de manera semejante a como se acumula el etanol? La 

explicación es que la oxidación del acetaldehído es 

preferentemente mitocondrial y por lo tanto se genera NADH en la 

mitocondria, que cede sus equivalentes reductores a la cadena 

respiratoria y se regenera de inmediato el NAD+ para continuar la 

oxidación del acetaldehido. En consecuencia, aparentemente no 

parece haber una limitación importante en la oxidación del 

acetaldehído tal como se describió para el etanol. Al final de la 

oxidación del acetaldehído se obtiene acetato en una reacción que 

se revisó en la página 24. Como acetato requiere transformarse en 

acetil CoA, en una reacción catalizada por la acetil CoA Sintasa, 

una vez como acetil CoA puede ser metabolizada en el ciclo de 

Krebs hasta co2 y H2o, o bien, puede sintetizar ácidos grasos 

como sucede en el hígado y en el tejido adiposo. Otros caminos de 

menor importancia cuantitativa serían la síntesis de cuerpos 

cetónicos, aminoácidos o esteroides. 
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CONCEPTO ACTUAL DEL DAÑO CELULAR HEPATICO CAUSADO POR LA 

INGESTION DE ALCOHOL 
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La patología hepática ocasionada por la ingestión de alcohol 

ofrece en los seres humanos un amplio espectro que va desde un 

cuadro moderado de hígado graso, muy frecuente en los 

alcohólicos, hasta la cirrosis que a un plazo relativamente corto 

termina con la vida del sujeto. La hepatitis alcohólica 

representa una manifestación intermedia, reversible, de este 

proceso. Fue descrita en 1961 por Beckett (20) y se define como 

una lesión inflamatoria aguda, 

consumo excesivo de etanol. 

degenerativa tóxica, debido al 

Los hallazgos histológicos 

característicos son: inflamación, necrosis, degeneración hialina, 

(cuerpos de Mallory), con frecuencia se asocia al hígado graso, e 

inclusive con pequeños focos de fibrosis. 

Para explicar la patogénesis inducida por el alcohol es 

necesario comentar que si bien es cierto que se conocen muchos 

detalles del metabolismo del etanol en el hígado, los mecanismos 

moleculares que conducen al desarrollo de la enfermedad aún no 

están bien dilucidados. Aunque otros órganos también resultan 

dañados, la exquisita sensibilidad del hígado a los efectos 

tóxicos del etanol se debe a que es ahí donde sucede casi toda la 

oxidación del alcohol hasta acetaldehido, especialmente en las 

mitocondrias hepáticas es donde se alcanzan las más altas 

concentraciones de acetaldehido después del consumo elevado de 

bebidas alcohólicas (21,22). De ahí en adelante, otros tejidos 

continúan metabolizando el acetato resultante de la oxidación del 

acetaldehido, hasta H2o y co2 . Son varias las hipótesis 

postuladas para explicar el desarrollo de la enfermedad hepática, 

éstas pueden agruparse en tres, que tienen como base los 
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mecanismos fundamentales que caracterizan a cada una de ellas: la 

autoinmunidad, la hipoxia y la lipoperoxidación. A continuación 

se plantean los aspectos principales de cada una de ellas. 

AUTOINM!JNIDAD. 

Se ha propuesto una alteración inmunológica como mecanismo 

en el desarrollo, persistencia y progresión de la hepatopatía 

alcohólica, incluso cuando cesa la ingestión de alcohol. se 

cuenta con suficiente evidencia para considerar que el sistema 

inmune esta alterado en los alcohólicos (23) . 

Para explicar el compromiso del sistema inmune en la 

enfermedad hepática alcohólica se propone que el acetaldehido por 

su elevada toxicidad (24), es el agente más probable que 

participa en el daño hepático, y porqué en los alcohólicos las 

concentraciones de acetaldehido en sangre y en hígado se 

encuentran elevadas, esto puede que se deba a un aumento en la 

velocidad del metabolismo del etanol (25) o bien, a una reducción 

de la actividad de la deshidrogenasa aldehídica (26) . De 

cualquier forma, el desbalance entre la producción y el consumo 

del acetaldehido podrían ser determinantes en el daño hepático. 

De hecho, el acetaldehido al reaccionar con algunas proteínas y 

aminoácidos (24) puede alterarlos funcionalmente y/o 

antigénicamente (27) . Más aún, se ha demostrado que el 

acetaldehído es responsable de la formación de aductos con 

proteínas, lípidos y nucleósidos que han podido identificarse 

circulando en los alcohólicos, con y sin enfermedad hepática 

(28) . Otros autores han logrado la producción in vitro de estos 
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aductos (29). Los aductos pueden inducir la formación de los 

anticuerpos que se encuentran en los alcohólicos (30). En un 

modelo animal, Israel y cola (31) . demostraron que los aductos 

del acetaldehído pueden servir como neoantígenos y generar una 

respuesta inmune en el ratón. A su vez, los complejos inmunes que 

contienen aductos de acetaldehído unidos al complemento, pueden 

contribuir a la exageración de la enfermedad hepática. Esto 

podría representar uno de los mecanismos· inmunológicos mediados 

por células o por que pueden tener un papel definitivo en la 

patogénesis del daño celular hepático. 

BIPOXIA. 

La localización centrilobulillar del daño celular hepático 

inicial puede relacionarse con la hipoxia. Esta hipótesis nació 

en 1970 de las observaciones de Videla e Israel (32) : las 

rebanadas de hígado de rata alimentadas crónicamente con etanol, 

consumen más oxígeno que los controles. A partir de esos trabajos 

Israel y col en 1973 (33) postularon que el mayor consumo de 

oxígeno aumentaría el gradiente de tensión de oxígeno a lo largo 

de los sinusoides, al grado de establecerse hipoxia en los 

hepatocitos perivenulares más distales. Tal mecanismo quedó 

ilustrado experimentalmente cuando se logró inducir necrosis 

celular centrilobulillar, por hipoxia, en ratas tratadas 

crónicamente con etanol (34). Por último se ha comprobado en 

alcohólicos y en animales tratados crónicamente que, durante la 

supresión del etanol, disminuye la saturación de oxígeno en las 

venas hepáticas y la tensión de oxígeno tisular (35) . Sin 
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embargo, este descenso está dentro del intervalo de valores 

obtenidos en sujetos normales. Además, las diferencias en la 

oxigenación hepática durante la supresión del alcohol, 

desaparecen o disminuyen (35) cuando el alcohol está presente en 

la sangre. En 1989 Lieber (36) encontró que el etanol impide la 

utilización del oxígeno, inclusive cuando el aporte no se 

encuentra limitado, sino que existe un amplio abasto de o2 . Por 

otro lado, el cambio de potencial redox por la hipoxia resultante 

del tratamiento con etanol puede, inclusive, exagerarse, con 

tensiones más bajas de oxígeno en la zona perivenular (37). A su 

vez el aumento en la forma reducida de NAD+ conduce a una mayor 

demanda de oxígeno a nivel de las mitocondrias para poder manejar 

el exceso de NADH+H. Con ello se establece un círculo vicioso que 

conduce a un mayor daño celular por hipoxia. 

LIPOPEROXIDACION POR RADICALES LIBRES 

A pesar de que la lipoperoxidación se descubrió en un 

fenómeno muy común: el enranciamiento de las grasas, proceso muy 

costoso para la industria, relacionada con el almacenamiento de 

las grasas y aceites, es hasta muchos años después del hallazgo 

cuando se produce experimentalmente por una clase de especie 

química, llamada "radicales libres" (38) . Este hecho es muy 

importante porque marca el comienzo de la química de los 

radicales libres, componente básico de la industria moderna, que 

incluye la síntesis de plásticos y otros polímeros. Durante 

muchos años se pensó que la extrema reactividad de los radicales 

y la irreversibilidad de las reacciones en las que ellos 
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participan los excluía para considerar su posible existencia en 

los organismos vivos. Ahora se sabe muy bien que sucede lo 

contrario, es decir, los radicales libres juegan un papel muy 

importante en un grupo de enfermedades (39) . Numerosas 

investigaciones se dirigen ahora a cambiar el curso de las 

enfermedades modulando los procesos que dan lugar a la formación 

o a la persistencia de los radicales libres (40) . 

En relación con el daño celula·r por alcohol puede 

considerarse a Di Luzio en 1966 (41) como el primero que asocia 

la peroxidación de los lípidos con el consumo de etanol y que 

además propone que algunos antioxidantes pueden prevenir el 

desarrollo del hígado graso después de una dosis aguda de etanol; 

cada vez se cuenta con más evidencia que apoya la tesis de Di 

Luzio, estableciendo como mecanismo de daño celular en general y 

hepático en particular, a la peroxidación de los lípidos. El 

aumento de dienos conjugados y de la quimioluminiscencia, 

reportado por otros grupos (42), en modelos de intoxicación 

alcohólica, apoyan este mecanismo patogénico. 

DEFINICION DE RADICAL LIBRE. 

Un radical libre es una molécula o fragmento molecular que 

contiene uno o más electrones desapareados en su orbital externo. 

Aquí se incluye desde un átomo de hidrógeno hasta iones de 

metales de transición. Otros compuestos inorgánicos como por 

ejemplo el NO' (óxido nitroso) y el N02 (dióxido de nitrógeno), 

contienen un electrón desapareado en su orbital periférico, y de 

acuerdo con la definición, son radicales libres. La presencia 
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del electrón no apareado se representa en forma convencional con 

un punto en el ángulo superior derecho de la sigla del compuesto: 

R'. 

Un compuesto se transforma en radical libre ya sea ganando 

un electrón (e-) como en la reacción 1, que muestra la reducción 

del oxígeno molecular que da lugar al ión superóxido (02) o bien, 

por pérdida de un electrón como en la reacción 2, que muestra la 

oxidación del ácido ascórbico CAH2) a su forma aldehídica (A) 

pasando por un intermediario que es un radical libre (AH'). 

(1) 

(2) 

-----> 02 

-----> AH' e- ---->A 

Los radicales libres se forman también por fisión o sea 

ruptura de uniones covalente de tipo hemolítico. Generalmente 

cuando una unión covalente se rompe lo hace en forma heterolítica 

un fragmento retiene ambos electrones y queda como un ión 

negativamente cargado (hidruro), y el otro fragmento pierde su 

electrón y queda con una carga positiva (protón) . En la ruptura 

hemolítica de una unión covalente, la unión se rompe 

simétricamente y ambos fragmentos retienen un solo electrón y en 

consecuencia pasan a ser radicales libres. La ruptura hemolítica 

puede ser muy importante en el inicio de la lipoperoxidación. 

En el siguiente diagrama se muestran las rupturas: 

heterolítica (A) de una unión covalente. La ruptura hemolítica de 

la misma (B) . Ambas pueden quedar ilustradas por una molécula de 

hidrógeno (H2) en la que dos átomos se unen en forma covalente, 

la ruptura hemolítica de una molécula de agua (C) . 
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A) H ..l.JH ------->H: + H+ 

B) H ~ H ------->Hº + Hº 

C) H r-1 O: H ----->Hº + HOº 

RADICALES LIBRES DEL OXIGENO 

Los radicales libres derivados del oxígeno molecular son los 

responsables de muchos de los efectos biológicos de los radicales 

libres (CUADRO VI) . 

CUADRO VI - ESPECIES DEL OXIGENO POTENCIALMENTE CITOTOXICOS. 

º2 radical, anion superoxido 

H02 radical hidroperoxil 

H202 peroxido de hidrógeno 

OHº radical hidroxil 

ROOº radical peróxido (R lípido) 

102 oxígeno singulete 

El oxígeno molecular es en sí un birradical, tiene un electrón 

desapareado en cada uno de sus dos orbitales externos pero ambos 

electrones, rotan en la misma dirección. Por eso, la reactividad 

que se esperaría en el oxígeno molelcular como birradical es 

reducida, por la rotación paralela de los electrones periféricos. 

( t) ( t) . Este arreglo disminuye la habilidad del oxígeno 

molecular para remover dos electrones al mismo tiempo de otra 

molécula no-radical que tiene la configuración de su par de 

electrones rotando en dirección opuesta (t~). Deberá ocurrir una 
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inversión de la dirección de rotación antes de que suceda dicha 

reacción oxidativa. Las leyes de la mecánica cuántica que rigen 

los acomodos electrónicos restringen ese proceso de inversión de 

la rotación. Sin embargo, esta restricción se ve superada si se 

adquieren de uno en uno los electrones, porque en esta situación 

no tiene que ocurrir la inversión de la rotación. Los metales de 

transición encontrados en el sitio activo de las enzimas tipo 

oxigenasas y oxidasas tienen la habilidad de facilitar la 

transferencia de un solo electrón al oxígeno molecular. La 

reducción univalente del oxígeno molecular puede también 

iniciarse cuando se le expone a electrones de suficiente energía 

como las radiaciones ionizantes o de otras fuentes. 

Los radicales libres del oxígeno se forman durante el 

metabolismo celular. En el sistema enzimático mitocondrial de la 

citocromo oxidasa durante la fosforilación oxidativa se acopla la 

producción de adenosintrifosfato (ATP) a la reducción 

tetravalente del oxígeno molecular para formar agua (reacción 3). 

(3) o2 + 4H+ + 4e- ------> 2H20 

En este proceso el radical libre del oxígeno parcialmente 

reducido permanece unido al sitio activo de la enzima y no 

representa peligro para la célula. 

En otros sitios la reducción univalente del oxígeno 

molecular en forma secuenciada puede producir radicales libres 

del oxígeno que, por ser muy reactivos, llegan a alterar el 

funcionamiento celular normal. El anión superóxido 02 se produce 

por la adición de un electrón al oxígeno molecular. El anión 

superóxido, que es en sí un radical libre, sufre una reacción de 
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dismutación en la que un radical superóxido actúa sobre otro para 

producir peróxido de hidrógeno (H2o2), que no es por definición 

un radical libre pero que por su reactividad puede considerarse 

como tal. Al agregar un electrón al peróxido de hidrógeno se 

forma agua y el radical OH altamente reactivo. La adquisición de 

otro electrón con su protón convierte al OH" en agua. 

e e 

02--------> 02-------------> H202~-----~-> OH"--------->H20 

H20 

Diagrama que muestra la reducción univalente del oxígeno 

molecular en forma secuenciada. 

La reactividad del o2 puede incrementarse en otra forma 

además de la descrita. Esto sucede durante el curso de ciertas 

reacciones en que interviene el o2 y que invierten la rotación de 

uno de los electrones de los dos orbitales externos. De este 

proceso resulta el oxígeno singulete muy reactivo porque durante 

su formación se libera de las restricciones de la mecánica 

cuántica para la rotación. Existen dos tipos de oxígeno 

singulete, uno de vida muy corta el sigma, (E) y otro de mayor 

importancia biológica por su vida más larga, el delta ( ~) . En el 

oxígeno singulete, los dos electrones periféricos ocupan el mismo 

orbital y tienen rotaciones opuestas. Un mecanismo de formación 

del oxígeno singulete es por acción de la luz sobre el 02 en 

presencia de un fotosintetizador. Por definición el oxígeno 

singulete no es un radical libre, sin embargo, en un sistema 

biológico se comporta como tal pues oxida rápidamente muchas 
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moléculas incluso los ácidos grasos insaturados de las membranas 

celulares. 

SISTEMAS DE PRODUCCION DE RADICALES LIBRES DEL OXIGENO. 

El metabolismo aeróbico comparado con el anaeróbico conlleva 

grandes ventajas, hace a las células más eficientes, se 

aprovechan mejor los combustibles celulares, pero existe un 

problema y es que el oxígeno a altas concentraciones continúa 

siendo potencialmente dañino para todas las formas de vida. 

Estado Rotaci6n de los Reactividad 
Electrones periféricos 

Oxígeno molecular CD © Baja 

Oxígeno singulete ® o Alta 

Oxígeno singulete CD © muy alta 

ión superoxido @ CD baja 

ión peroxido @ @ baja 

Figura 6 - Arreglo electrónico de los electrones del orbital 

periférico. Las flechas indican la dirección de la 

rotación del electrón. Tomado de Halliwell-Gutteridge 

(42). 

Este peligro se extiende a los organismos que contienen 

sistemas enzimáticos capaces de formar radicales libres del 

oxígeno y también compuestos químicos susceptibles de ser 

dañados. En contraste con las bacterias anaeróbicas obligatorias, 

los organismos aeróbicos han desarrollado sistemas muy elaborados 
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de protección: atrapadores de radicales libres que previenen el 

daño por radicales libres del oxígeno. Cuando el daño celular 

ocurre es porque la producción sucedió en exceso como en el 

estrés oxidativo o bien, porque los sistemas de protección se 

deterioran como sucede en algunas enfermedades, como por ejemplo 

el alcoholismo. Las radiaciones ionizantes, los rayos X y los 

gamma, actúan sobre el agua generando radicales libres. La luz de 

cierta longitud de onda puede causar fotólisis de las uniones 

químicas y producir radicales libres. Este proceso puede ser 

importante en la formación de cataratas (43). Algunos componentes 

de la atmósfera: ozono, NO", N02 , pueden reaccionar con moléculas 

biológicas y formar radicales libres. También en el humo de las 

fogatas y del cigarro existen concentraciones altas de radicales 

libres. 

En el organismo varios sistemas enzimáticos catalizan la 

reducción univalente del oxígeno molecular al radical superóxido: 

xantina-oxidasa, aldehído oxidasa, flavín deshidrogenasa 

peroxidasas, etc. Además, esa reducción univalente del 02 también 

sucede in vivo en sistemas no enzimáticos: los cambios en el 

medio, por ejemplo la transferencia de electrones en las 

reacciones de oxidación-reducción: hidroquinona + o2 ----> 

semiquinona· + o2 + H+ y durante las reacciones de autoxidación 

como las que incluyen a las catecolaminas, flavinas y 

ferredoxinas reducidas. La reducción univalente del o2 también se 

produce por medio del sistema NADPH oxidasa presente en la 

membrana de las células que participan en la reacción 

inflamatoria: neutrófilos, monocitos, eosinófilos y macrófagos. 
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Estas células cuentan con un mecanismo de producción del ión 

superóxido: la descarga respiratoria muy importante en la defensa 

contra bacterias invasoras. 

La principal fuente de producción de peróxido de hidrógeno 

es la dismutación del radical superóxido, una reacción 

intracelular, catalizada por la enzima superóxido dismutasa (SOD) 

(44) . La reacción ocurre en dos pasos: el anión superóxido se 

combina con un protón dando el radical hidroperoxil H02 

(reacción 4) . Este a su vez se combina con otro radical 

hidroperoxil como se ve en la reacción 5, en la que se presenta 

el radical disociado: H+ + 02 =========>H0:2 al finalizar la 

reacción se forma peroxido de hidrógeno y oxígeno molecular. 

También ocurre espontáneamente con una constante de velocidad de 

ixio-5 M-ls-1, mientras que la reacción catalizada sucede con 

mayor rapidez: lx10-9M-ls-l. La reducción divalente del o2 para 

formar H2o2 también sucede en los peroxisomas, orgánulos 

celulares especializados que poseen enzimas del tipo D amino 

oxidasas y glicolato oxidasas 

(4) 02 + H+ ------> H0:2 

(5) H02 + H+ + 02-----> H202 + º2 

SOD 

02 + 02 + 2H+ ----> H202 + º2 

Respecto al radical hidroxilo, las células no cuentan con 

sistemas enzimáticos para usarlo como sustrato, sino que más bien 

las células tienen mecanismos que previenen su formación. Existen 

casos en los que llegan a formarse, como en la reacción de 

Fenton, que sucede siempre que se ponen en contacto el peroxido 
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de hidrógeno con iones ferrosos o cuprosos. (reacción 6) . 

También se forma en otra reacción catalizada por hierro, conocida 

como tipo Haber-Weiss, en la que·· el efecto neto se debe a la 

interacción entre el H2o2 y el anión superoxido, en presencia de 

trazas de metales de transición, la cual forma ion hidroxilo, 

radical hidroxilo y oxígeno molecular.(reacción 7) 

(6) Fe2+ + H202 -------> Fe3+ + OH' + OH-

Sales de Fe 
(7) º2 + H202 -------> º2 + OH' + ow 

catalizador 

REACTIVIDAD DE LOS RADICALES LIBRES EN LOS SISTEMAS BIOLOGICOS 

Los radicales libres varian en su reactividad, algunos son 

relativamente estables, pero los radicales libres de interés 

biológico tienden a ser extremadamente reactivos e inestables, su 

período de vida es de apenas fracciones de segundo (4S). 

El radical hidroxilo es el más reactivo de los radicales libres 

del oxígeno, por ejemplo: oxida al etanol con una constante 

bimolecular de velocidad a 37ºC de 109 M-ls-1. (reacción 8) 

(8) HO' + CH3 - CH2 - OH ----------> H20 + CH3 - CH-OH 

Los radicales libres, por . su reactividad, existen en 

concentraciones muy bajas de 10-4 a 10-9M y no viajan muy lejos 

de su sitio de formación. El radio promedio de acción del radical 

hidroxilo en la célula es de 30 A y su vida media de unos cuantos 

microsegundos, de manera que un radical formado en la mitocondria 

es muy poco probable que por sí mismo tenga un efecto directo 

sobre otras partes de la célula como en el DNA del núcleo, por 
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ejemplo. · Los radicales libres del oxígeno pueden actuar como 

agentes oxidantes y reductores. Cuando un radical libre reacciona 

con un compuesto no radical pueden formarse otros radicales 

libres. Esto facilita que los radicales libres induzcan 

reacciones en cadena que pueden multiplicar muchas veces más a la 

·reacción original, por ejemplo; la lipoperoxidación de los ácidos 

grasos insaturados. Por lo tanto, el radical libre inicial 

produce sólo efectos locales pero los · radicales secundarios 

formados a partir del origi~~F Y. los productos de degradación 

formados por las reacciones dé: los radicales libres pueden tener 

efectos a distancia del sitio donde se formó el primer radical 

libre. cuando dos o más radicales libres reaccionan entre sí se 

forma una molécula estable. Esto determina la eventual 

terminación de las reacciones en cadena inducida por los 

radicales libres. 

El ión superóxido no es una especie particularmente reactiva 

pero es potencialmente tóxica. Influye en la homeostasis como por 

ejemplo, en la oxidación de las catecolaminas (46). Para los 

organismos vivos es más importante aún su transformación en el 

peligroso radical hidroxilo. La primera etapa de la 

transformación es la dismutación del anión superóxido en H2o2 

(reacciones 4 y 5). El H2o2 no es especialmente tóxico pero al 

atravesar las membranas celulares la situación cambia porque el 

medio extracelular posee pocos mecanismos que eviten la 

oxidación, y en presencia de trazas de metales de transición da 

lugar a la formación de radicales hidróxilo (reacción 6) . 

También interactúa con radicales superóxido produce radicales 
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hidroxilo, (reacci6n 7) . El radical hidroxilo reacciona con 

mucha facilidad con las moléculas biol6gicas vecinas. Puede dañar 

proteínas, causa rompimientos en las hélices del DNA, inicia la 

lipoperoxidaci6n, de manera que puede considerársele como un 

agente dañino siempre que esté presente el i6n super6xido. En el 

cuadro VII se enlistan los efectos de los radicales libres sobre 

algunas biomoléculas. 

CUADRO VII - COMPUESTOS CELULARES ALTERADOS POR ACCION 

DE LOS RADICALES LIBRES. 

LIPIDOS 

PROTEINAS 

CARBOHIDRATOS 

ACIDOS NUCLEICOS 

Peroxidaci6n de los ácidos grasos insaturados 

de la membrana plasmática y de los orgánulos. 

Inactivaci6n de enzimas que contienen grupos 

sulfhidrilos por oxidación de los mismos. 

Depolimerizaci6n de los polisacáridos. 

Hidroxilaci6n de bases, entrecruzamientos, 

escisión de las bandas del DNA que causan 

mutaciones, e inhibición de la síntesis de 

proteínas, nucleótidos y ácidos grasos. 
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¿QUE ES LA LIPOPEROXIDACION? 

Es una reacción de autoxidación que puede ser iniciada por 

los radicales hidroxilos, los radicales hidroperoxilo, quizá por 

el oxígeno singulete, pero no por radicales menos reactivos: 

superóxido y peróxido de hidrógeno. El radical libre iniciador 

remueve un átomo de hidrógeno de un metileno de la cadena de 

carbono. Este hecho deja un electrón desapareado en este átomo de 

carbono, creando un radical de ácido graso (A de la fig 7) . Este 

último realiza un rearreglo molecular interno para formar un 

dieno conjugado, (B de la fig 7), que a su vez reacciona con el 

oxígeno molecular y produce un radical peroxil lípido (C de la 

fig 7) capaz de sustraer un hidrógeno de otro ácido graso para 

formar el hidroperoxil lípido (D de la fig 7) y continuar la 

reacción en cadena hasta que eventualmente reaccionan 2 radicales 

libres y se evita que prosiga la reacción en cadena y que se 

sigan oxidando más ácidos grasos insaturados (E de la fig 7). 

La lipoperoxidación de los ácidos grasos insaturados de los 

fosf olípidos de las membranas daña seriamente a las membranas 

plasmáticas y la de los orgánulos celulares, produciendo pérdida 

de la fluidez, alteración de las funciones secretorias y de los 

gradientes iónicos transmembranales (28), e incluso la muerte 

celular (fig 8) • 

Los productos finales de la reacción de peroxidación sobre 

los ácidos grasos insaturados son aldehidos, gases hidrocarburos 

(etano, pentano) y varios residuos químicos como el 

malondialdehido (47). Estos productos pueden difundir del sitio 

de producción; originar edema celular y cambios en la 
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Figura 7 - Secuencia esquemática del mecanismo de lipoperoxida

ción de un ácido graso, 
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DAÑO DE MEMBRANA CELULAR POR RADICALE;S LIBRE~ 

GLICÓPROTEINA tf s1irL%2á. 
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CH3·S- /CHrr. l ~w~i-LIPIDO. \ 

OXIDACION DE . ~ MALOND~DElllDO. OXIDACION DE 
AMINOACIDOS. ' . ACIDOS GRASOS. 

~igura 8 - Representación del daño membranal por la lipoperoxi

daci6n. 
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permeabilidad vascular, inflamación y quimiotaxis. Además 

algunos pueden cambiar la actividad de la fosfolipasa e inducir 

la salida del ácido araquidónico y la formación de 

prostaglandinas estables y varios endoperóxidos (48). La 

secuencia teórica de los sucesos que conducen al daño celular por 

este mecanismo se presentan gráficamente en la figura 9. 

Para concluir, puede comentarse lo siguiente: la 

participación de la autoinmunidad, hipoxia y lipoperoxidación en 

el desarrollo del daño celular hepático por el alcohol están bien 

apoyadas, tanto por observaciones en biopsias y autopsias de 

pacientes alcohólicos, como en modelos con animales de 

experimentación. Qué tanto contribuye cada una de ellas en el 

establecimiento de la patogenesis hepática es difícil de evaluar, 

sin embargo en una secuencia temporal podría decirse que tanto la 

hipoxia como la lipoperoxidación son fenómenos que se instalan en 

forma inmediata, a diferencia de la autoinmunidad que lo hace a 

plazos mediano y largo. 

Entre ambos fenómenos: hipoxia y lipoperoxidación también es 

muy difícil tratar de investigar qué tanto son consecuencia o 

efecto una de la otra. Lo que si puede establecerse es que ambos 

procesos tienen en común un exceso de radicales libres del 

oxígeno. Las alteraciones producidas por el alcohol como 

inductor de radicales libres, en los diferentes orgánulos 

celulares serán revisadas a continuación: 
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... 
Disfunción enzimática 
Alteración en la permeabilidad 
de membrana. Acumulación de 
lípidos (esteatosisl y de 
proteínas cambios 
ultraestructurales: necrosis. 

Figura 9 - Secuencia de Mendenhall modificada para explicar la 

fisiopatología en el daño hepático por etanol. 

CO = cicloxigenasa; LO = lipoxigenasa. Modificada de 

la referencia 48. 
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Conforme la vida celular en el planeta Tierra dejó de ser 

puramente anaeróbica, la evolución condujo a la aparición de vida 

aeróbica, con un metabolismo que permite la oxidación completa de 

los sustratos hasta agua y co2 . Este hecho que ofreció muchas 

ventajas, también llevó aparejada la generación de radicales 

libres del oxígeno, que como ya se mencionó son especies muy 

reactivas, tóxicos cuando se generan en exceso como sucede en el 

caso de la intoxicación alcohólica. Aunque las células cuentan 

con mecanismos protectores antioxidantes, al · ser rebasadas sus 

defensas se establece el estrés oxidativo durante el cual la 

homeostasis celular resulta amenazada. 

En relación a la ingestión aguda de etanol, se conocen con 

bastante certeza los orgánulos celulares en donde sucede su 

oxidación hasta co2 y H2o y los sistemas enzimáticos encargados 

del metabolismo. Para el caso del consumo crónico de alcohol, 

también se sabe que el sistema microsomal se induce y es capaz, 

en un sujeto acostumbrado, de oxidar grandes cantidades de 

alcohol, con la consecuente producción de especies reactivas de 

oxígeno como son: H2o2 , 02 y OH' Además, estos radicales libres 

del oxígeno producidos durante el metabolismo del etanol, son 

capaces de generar a su vez radicales libres del etanol per se 

como radicales etoxilo e hidroxi-etilo. 

A continuación se revisarán las fracciones celulares 

comprometidas durante la ingestión excesiva de etanol y los 

radicales libres que derivan de la misma. 
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Microsomas 

En los microsomas hepáticos aislados de las ratas tratadas 

crónicamente con etanol se encuentra aumentada la producción de 

especies reactivas del oxígeno (anión superóxido (49), agua 

oxigenada (S0,51) y radical hidroxilo (S2,S3)). 

Los radicales libres pueden ser generados por la reductasa 

del NADPH citocromo P450. Esta flavoenzima genera anión 

superóxido, el cual potencialmente es productor de radicales 

hidroxilo en la reacción de Haber-Weiss. Los estudios al respecto 

(S4) , indican que la actividad de esta reductasa está 

incrementada en los microsomas aislados del hígado de ratas 

tratadas con etanol en forma crónica. Sin embargo, sí se compara 

con la actividad del citocromo P4SO, el cambio es pequeño (SS). 

Después del trabajo de Lieber y De Carli (SO) sobre la 

inducibilidad del sistema microsomal oxidante del etanol (MEOS), 

una forma única de citocromo P4SO ha sido identificada en 

microsomas aislados de hígados de conejos (S6), de ratas tratadas 

con etanol en forma crónica (S7,S8) y de humanos (S9,60). Este 

citocromo (CYPIIEl) es inducible (61) con varios compuestos no 

relacionados estructuralmente con el etanol como pueden ser: 

acetona (S8), imidazol (62), isoniacida (63), benceno (64), 

dimetilsulfóxido (6S), pirazol (62), otros alcoholes (66,67), 

acetaminof én (68) 1 nitros aminas (63) dietiléter (69) y 

tetracloruro de carbono (70) . Es probable que esta isoenzima 

inducible por etanol tenga un papel importante en la generación 

de especies reactivas del oxígeno, ya que es capaz de reducir el 

oxígeno molecular o2 a H2o2 . En los microsomas de ratas tratadas 
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con etanol existe una correlaci6n directa entre la cantidad de 

CYPIIEl y la producci6n de especies derivadas del oxígeno (o2 y 

H2o2) . Se ha demostrado la participaci6n del CYPIIEl dependiente 

de NADPH en la formaci6n de H2o2 en microsomas mediante el empleo 

de anticuerpos específicos (49) . 

Radicales libres derivados del etanol. Los microsomas incubados 

con etanol y en presencia de agentes atrapadores de radicales 

libres generan un radical libre, identificado por medio de la 

resonancia electr6nica del spin (ESR) como el aducto del radical 

1-hidroxietilo con el atrapador seleccionado (71) . También se 

report6 que la formaci6n del radical 1-hidroxietilo aumenta en 

relaci6n directa a la cantidad de etanol agregado a la suspensi6n 

de microsomas y que la producción del mismo era mayor cuando los 

microsomas procedían de ratas que habían sido alimentadas con 

etanol. Los radicales hidroxilo, generados en la reacción de 

Fenton a partir de agua oxigenada endógena y pequeñas cantidades 

de fierro, pueden ser los agentes oxidantes del etanol que forman 

al radical 1-hidroxietilo (72) . El mecanismo propuesto para la 

reacción es la sustracción de un hidrógeno del carbono uno de la 

molécula de etanol que produce radicales 1-hidroxietilo. En 

realidad este mecanismo es la base de la ya reportada actividad 

del etanol, bajo ciertas condiciones experimentales, como 

atrapador de radicales hidroxilo. Tal mecanismo es consistente 

con la inhibición del NADPH citocromo P450 microsomal 

(dependiente de la oxidación de etanol), al adicionar agentes 

quelantes de fierro como la desferroxamina o agentes que compiten 
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con los atrapadores de OH" como el ácido 2-ceto 4-tiometil 

barbitúrico (72) . En condiciones normales este mecanismo de 

oxidación del etanol, dependiente de radicales hidroxilo 

representa una fracción muy pequeña comparada con la cantidad de 

etanol oxidado por el sistema microsomal, mientras que adquiere 

importancia en condiciones que promueven la producción microsomal 

de OH", como cuando se agrega EDTA férrico y disminuye al emplear 

condiciones que minimizan la producción de OH" (73) . 

Además de este mecanismo de oxidación del etanol dependiente 

de OH', el etanol puede ser oxidado en los microsomas hepáticos 

mediante una reacción catalizada por el citocromo P450 que no es 

afectada por los atrapadores de OH' (74). Este hecho adquiere 

especial importancia en microsomas aislados de ratas alimentadas 

con etanol. Ekstróm y cols (55), demostraron que en ausencia de 

Fe contaminante, la isoenzima citocromo P450 inducible por etanol 

exhibe una alta especificidad para la oxidación del etanol, pero 

no para la producción de OH'. Los anticuerpos preparados contra 

la forma de citocromo P450 inducible por etanol inhiben en un 75% 

la oxidación del etanol en esas preparaciones microsomales no 

contaminadas con fierro (75) . Sí esta oxidación no se inhibe con 

atrapadores de radicales libres se puede explicar con la 

intervención de otros radicales diferentes al OH'. El radical 1-

hidroxietilo puede ser generado a partir del etanol por medio de 

intermediarios oxidables como los complejos de iones perferrilo. 

Posiblemente participe el fierro del grupo hemo contenido en el 

citocromo P450. Otra alternativa sugerida por Ingelman-Sundberg y 

cols (88), estaría representada por la produción de radicales OH' 
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en el sitio activo de la enzima misma que y por eso, no resultan 

accesibles a los atrapadores de oH·. 

Todo lo anterior sugiere que por lo menos 2 caminos 

intervienen en la generación del radical 1-hidroxietilo a partir 

del etanol. Uno que incluye a los radicales oH· producidos en una 

reacción de Fenton a partir del agua oxigenada endógena y el otro 

mediado por el citocromo P450, (demostrado por la fuerte 

depresión de esta vía cuando se emplean inhibidores del citocromo 

P450 aparentemente independiente de los radicales oH· (76). 

Además del CYPIIEl, otras formas del citocromo P450 pueden 

participar en la generación de radicales libres producidos en los 

microsomas de ratas tratadas con etanol. Estas otras formas del 

citocromo P450 podrían ser responsables, al menos parcialmente, 

de la fracción remanente de radicales libres generados después de 

inhibir el CYPIIEl con anticuerpos contra esta isoenzima (77). 

Mientras que la existencia de los radicales 1 hidroxietilo 

ha sido demostrada in vitro por varios investigadores, sólo 

recientemente se ha logrado la formación de tales radicales in 

vivo, después de la administración de etanol junto con el 

atrapador de radicales. Con esta técnica, ideada por Reinke y 

cols (78), se detectan radicales en extractos de hígado de ratas 

y también se ha logrado identificar el radical 1-hidroxietilo en 

la bilis de ratones deficientes en deshidrogenasa alcohólica, 

tratados con etanol y atrapadores de radicales (79) . 

La sustracción de un átomo de H del etanol puede conducir a 

la formación de radicales libres diferentes del 1-hidroxietilo 

como ha propuesto Slater (80), principalmente al 2-hidroxietilo y 
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al radical etoxilo, todos ellos se pueden generar durante la 

oxidación del etanol. La vitamina e es mediadora de la formación 

de radicales etoxilo en presencia del etanol (81) . 

Además de los radicales libres derivados del etanol, junto 

con el aumento de producción de especies reactivas del o2 que 

participan en el daño de las estructuras microsomales, también 

contribuyen los radicales libres, generados durante la oxidación 

del acetaldehido en los microsomas, tentativamente reconocidos 

como radical acetilo (82) . Estos radicales son capaces de 

inducir quimioluminiscencia (83) y de reducir ferricitocromo c. 
(84). 

Radicales libres derivados de los lípidos. Mediante el empleo de 

la espectroscopía EPR, Reinke y cols (85), demostraron la 

generación de aductos formados por un atrapador de radicales 

libres y otros radicales que muy probablemente están centrados en 

el carbono de lípidos de membranas microsomales de ratas tratadas 

crónicamente con etanol. Este hecho ha confirmado el aumento en 

la lipoperoxidación previamente detectada en microsomas de 

animales tratados crónicamente con etanol por medio de la 

determinación de substancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 

(TBA) (87) y por quimioluminiscencia (88). 

Como la 

completamente 

peroxidación de 

inhibida por 

los lípidos puede ser 

anticuerpos anti CYPIIEl, 

casi 

la 

participación de este citocromo resulta tener un papel muy 

importante en la génesis de radicales libres de animales 

intoxicados crónicamente con etanol. Podría ser que el CYPIIEl 
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reduzca tan eficientemente al oxígeno, que se generan especies 

del oxígeno capaces de iniciar la peroxidación de los lípidos 

inclusive en ausencia de sustratos. Como la administración 

crónica del etanol induce al CYPIIEl en forma muy localizada, 

centrilobular en el hígado de humanos y de rata (89), parece muy 

posible que la peroxidación de los lípidos ligada a esta enzima 

sea parcialmente responsable de la localización centrilobular del 

daño hepático inducido por etanol. Sin embargo, a pesar del papel 

principal del CYPIIEl no es posible aún excluir la contribución 

de actividad peroxidativa de otras formas de P450 (49) . Los 

lípidos de membrana no son los únicos blancos de los radicales 

libres (90) . El aumento de especies reactivas derivadas del 

oxígeno en los microsomas pueden contribuir también a la 

toxicidad por etanol mediante la inactivación de enzimas del 

metabolismo (91) . 

Mitocondrias 

En la cadena respiratoria mitocondrial en condiciones 

fisiológicas se produce el anión superoxido 02 (92). Como las 

mitocondrias contienen superóxido dismutasa ésta cataliza la 

formación de agua oxigenada, la cual a su vez es destruida por 

acción de la glutation peroxidasa mitocondrial. Sin embargo, en 

presencia de fierro, una parte del agua oxigenada que no es 

destruida, puede generar radicales libres capaces de destruir las 

estructuras mitocondriales y por ende su función. La 

administración de una carga aguda de etanol aumenta la generación 

de 02 en partículas mitocondriales in vitro. La disminución de la 
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relación NAD+/NADH inducida por la administración aguda de etanol 

puede también favorecer la generación de 02 al aumentar el flujo 

de electrones a lo largo de la cadena de transporte de electrones 

(93), de lo cual puede resultar un aumento en la fuga de 

electrones que producen especies reactivas derivadas del oxígeno. 

El aumento de o2 puede por sí mismo contribuir al incremento de 

la lipoperoxidación que se hace muy aparente en las mitocondrias 

aisladas de hígado de rata intoxicada con una carga aguda de 

etanol (94) . 

La ingesta crónica de etanol induce anormalidades 

morfológicas en, las mitocondrias (95) . Los radicales libres 

pueden al menos parcialmente participar en la patogénesis del 

daño mitocondrial. Algunos autores han observado en ratas 

durante la inhalación crónica de vapores de etanol, así como en 

las fases iniciales de la supresión del etanol, un aumento de la 

susceptibilidad de las mitocondrias a la lipoperoxidación (96) . 

De manera que es probable que las alteraciones en el metabolismo 

de los lípidos sean iniciadas por la presencia y/o el metabolismo 

del etanol, mientras que los cambios en la estructura de la 

membrana serían responsables del mantenimiento de los daños 

después de la supresión del etanol. Sin embargo, el consumo 

crónico de etanol en las ratas conduce a una menor producción del 

ión superóxido (97) y de agua oxigenada (98). También baja la 

eficiencia de la fosforilación oxidativa medida como síntesis de 

ATP. Probablemente una menor producción de las proteínas que 

participan en la fosforilación oxidativa puedan ser responsables 

de esta depresión (99) . 
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Peroxisomas 

La generación de peróxido de hidrógeno en el hígado de ratas 

ayunadas es estimulada en forma importante al agregar complejos 

de ácidos grasos con albumina (100), los cuales son sustratos 

para la producción de agua oxigenada vía el sistema peroxisomal 

de la B oxidación. Este hecho adquiere particular importancia 

durante el ayuno, donde las concentraciones de ácidos grasos en 

la circulación y en el hígado están muy elevadas; en estas 

condiciones la oxidación del etanol en el sistema de la catalasa, 

acoplado al consumo de agua oxigenada, es la vía de elección 

(101). 

Es probable que una parte del agua oxigenada producida 

dentro de los peroxisomas no se emplee para oxidar etanol sino 

que en presencia del fierro contribuya a la generación de 

especies reactivas del oxígeno y al aumento de la 

lipoperoxidación inducida por la administración aguda de etanol 

en ratas ayunadas. Por otro lado la administración crónica de 

etanol no afecta la actividad de las oxidasas peroxisomales: acil 

CoA oxidasa, L Á-hidroxiácido oxidasa, D amino-oxidasa, y urato 

oxidasa (102) . 

Citosol 

La posibilidad de que el acetaldehido contribuya al aumento 

de radicales libres inducido por etanol se basa en la 

demostración experimental de que el acetaldehido aumenta la 

producción de alcanos en hígado perfundido de rata (103), 

promueve la lipoperoxidación en hepatocitos aislados y causa un 
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incremento en la respiración sensible a los antioxidantes en el 

hígado perfundido (104) . La administración de acetaldehido a las 

ratas también causa un aumento de lipoperoxidación en hígado y 

descenso en los niveles de glutation (105). 

Además la lipoperoxidación es inhibida por el 4-metil 

pirazol; un inhibidor de la deshidrogenasa alcohólica. Esto 

refleja la importancia del acetaldehido en la peroxidación de los 

lípidos hepáticos inducida por el etanol. El atrapamiento de 

radicales OH' por el 4-metil pirazol puede también contribuir al 

efecto inhibidor de la lipoperoxidación inducida por etanol 

(106). 

La habilidad del acetaldehido para generar radicales libres 

se le ha imputado a su oxidación por la xantin oxidasa, una 

enzima generadora del anión superoxido. Para que suceda la 

oxidación del acetaldehído de manera eficiente en esta vía se 

necesitan dos condiciones: 1) La xantina deshidrogenasa (XD), que 

representa la forma principal de la enzima, puede ser convertida 

a su forma de oxidasa (XO) y 2) que el acetaldehido esté presente 

para ser sustrato de la enzima. 

La primera condición se realiza durante la administración 

del etanol (107), hecho confirmado por otros autores (108). Al 

administrar una carga aguda de etanol se favorece la conversión 

de la enzima de la forma XD a la XO. Este efecto es probable que 

se deba a la hipoxia que ocasiona el etanol en los hepatocitos 

centrilobulillares. Tal hipoxia puede conducir a la activación de 

las proteasas dependientes de calcio dentro de los hepatocitos 

perilobulillares, convirtiendo la enzima de su forma XD a XO. 
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Otro hallazgo que apoya esta posibilidad es que la actividad 

específica de la XO en hígado de rata es más alta en hepatocitos 

'perivenulares que en los periportales (109). 

Otros mecanismos pueden favorecer la conversión de XD en XO 

durante la ingestión aguda de etanol, por ejemplo la sola 

presencia de acetaldehido lleva a cabo la conversión reversible 

de XD a XO por medio de su capacidad muy conocida para reaccionar 

con los grupos sulfhidrilo (110). También hay que mencionar que 

el NADH inhibe la actividad de la XD (11) y este se acumula 

durante la administración aguda de etanol (12). 

La intoxicación crónica de etanol induce una mayor actividad 

de la XO y de la forma intermedia XD/XO, capaz de reaccionar con 

o2 y con NAD+ como aceptar de electrones. Mientras que, in vivo, 

varios mecanismos pueden contribuir a la conversión de XD a XO 

dependiente de la ingestión de etanol, la contribución de esta 

enzima al aumento de producción de radicales libres aún no está 

bien aceptada, porque para generar los radicales libres la enzima 

requiere además de estar en su forma XO, también la presencia de 

sustratos apropiados porque, aunque el acetaldehido puede actuar 

como sustrato de la forma XO de la enzima, la concentración que 

alcanza en el hígado, después de la administración de etanol (0.1 

a 0.2mM) (113), está muy lejos de la concentración requerida para 

alcanzar la mitad de la velocidad máxima (Km) de la enzima con el 

acetaldehido como sustrato que es de más de 30mM (114). Según 

otros autores esa concentración relativamente baja de 

acetaldehido que se encuentra en el hígado durante el metabolismo 

del etanol puede reaccionar en el sitio activo de la enzima XO y 
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generar OH" que a su vez aumenta la vida media de los radicales 

acetaldehido ( 83) . La probable contribución del acetaldehido al 

estrés oxidativo por etanol requiere de una mejor evaluación. 

Por otra parte la sobreproducción de otros radicales libres 

formados durante la participación de la XO después de una carga 

aguda de etanol pueden también ser resultado de la degradación de 

sustratos diferentes del acetaldehido y con afinidades mayores 

por la XO, como son la hipoxantina y la xantina. La literatura al 

respecto indica que existe un aumento en la degradación de 

purinas, después de la intoxicación aguda de etanol, aparecen 

mayores cantidades de AMP (monofosfato de adenosina) , 

hipoxantina, xantina y en orina aumenta el ácido úrico y la 

alantoína (105) . Parece que el acetato producido por la oxidación 

del acetaldehido es el mediador del aumento en la degradación de 

nucleótidos de adenina (115) y que además contribuye a la 

hiperuricemia típica que se observa en los alcohólicos (116). La 

contribución de la XO al aumento de la lipoperoxidación hepática 

inducida por etanol se demuestra porque cuando las ratas son 

pretratadas con un inhibidor de la XO como es el alopurinol, la 

lipoperoxidación se inhibe significativamente. Estos datos han 

sido confirmados por Kato (116) en contraste con otros hallazgos 

reportados por Kera (111) . 

Además de la XO, otras molibdo-flavoenzimas (por ejemplo la 

aldehido oxidasa), pueden participar en el estrés oxidativo por 

etanol. La Km de la acetaldehido oxidasa para el acetaldehido es 

más baja: 1mM (118), así es que su papel en la producción de 

radicales libres aunque no está bien evaluado, puede ser 
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importante. En apoyo de esta aseveración está el hecho de que el 

aumento de producción de alcanos inducido por etanol se controla 

mejor en los hepatocitos aislados de ratas tratadas crónicamente 

con tungstato que en los que proceden de ratas pretratadas con 

alopurinol. El tratamiento con tungstato produce una inhibición 

de la actividad de ambas enzimas: XO y aldehído oxidasa, mientras 

que el alopurinol solamente inhibe a la XO (119) . 

DISPONIBILIDAD DEL FIERRO EN LA GENERACION DE RADICALES LIBRES EN 

LAS RATAS TRATADAS CON ETANOL. 

Cada vez se cuenta con más información en relación con el 

fierro no secuestrado (fierro libre), como un agente que tiene un 

papel muy importante como catalizador e iniciador de una variedad 

de reacciones de radicales libres que contribuyen al daño tisular 

dependiente de oxígeno (120) . La reacción de Haber-Weiss 

catalizada por Fe es el mecanismo más ampliamente aceptado como 

generador de radicales OH' a partir de aniones superóxido. Otros 

oxidantes pueden ser producidos durante las reacciones entre el 

fierro "libre" y 02 o bien el H202. 

Más aún, el fierro tiene una acción aditiva en la 

lipoperoxidación porque acelera la descomposición de los 

peróxidos de lípidos y produce más radicales peroxilo y alcoxilo 

que pueden sustraer H y estimular la lipoperoxidación. 

Los complejos de fierro libre capaces de promover reacciones 

de radicales libres in vivo parecen estar presentes como una 

pequeña poza de derivados de fierro, de bajo peso molecular, que 

puede ser aislada y que genera~mente consiste en una molécula no 
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proteica con fierro unido al ATP, ADP, GTP o citrato. En 

membranas de microsomas se encuentran otros derivados de fierro 

que no están relacionados con el heme ni con ferritina y que 

participan en la catálisis generadora de radicales libres (121) . 

Un importante número de investigaciones se realiza sobre la 

influencia de la administración de etanol en la distribución del 

fierro en el hígado, en particular el fierro no relacionado con 

el heme. Los reportes son contradictorios; sin embargo, parece 

bastante probable que el contenido de fierro no hérnico aumenta en 

el hígado después de una carga de etanol; este aumento es más 

marcado en las fracciones mitocondrial, microsomal y citosólica; 

la máxima retención aparece en la fracción microsomal, hecho que 

contribuye al aumento de la lipoperoxidación inducida por etanol 

(122). 

Otros estudios sugieren que el etanol en realidad lo que 

hace es facilitar la salida del fierro de sus depósitos (118). El 

ión superóxido es capaz de favorecer el desprendimiento del 

fierro de la ferritina (123) y en este mecanismo probablemente 

participe la XO. También un exceso de NADH puede favorecer la 

liberación del fierro de la ferritina. Inclusive el NADH puede 

participar como reductor del fierro unido a la transferrina 

(124) . La captación celular del fierro de la tranferrina incluye 

además del mecanismo de endocitosis mediada por el receptor, un 

sistema que conlleva la reducción del fierro. A nivel microsomal 

el fierro en su forma ferrosa puede producirse a partir del 

fierro que no es hérnico, ni es de ferritina, por una vía directa 

de reducción mediante la reductasa P450 dependiente de NADPH. 
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No obstante que el mecanismo exacto responsable de los 

cambios en la distribución de fierro después de una carga aguda 

de etanol aún no se conozca, su importancia cada vez se subraya 

más con los experimentos en los que la administración de 

alopurinol previa a 

lipoperoxidación y los 

la carga de 

cambios en el 

etanol 

fierro no 

previene la 

hemico (125), 

hecho que sugiere un punto común entre ambas alteraciones. Otros 

apoyos resultan de trabajos en los cuales los niveles de 

lipoperoxidación reportada se exacerban en ratas tratadas aguda o 

crónicamente con sobredosis de fierro (126) . 

La administración crónica de etanol generalmente produce un 

aumento del contenido de fierro hepático total no hemico, en 

ratas. Sin embargo, hay otros reportes que contradicen lo 

anterior, la explicación podría estar en las dietas que reciben 

los animales (127) . 

Los múltiples hallazgos anormales desencadenados por el 

alcohol en distintas fracciones celulares indican que el 

mecanismo de generación de los radicales libres, contribuye al 

daño celular por etanol. Además, mediante el aumento de estos 

radicales la administración del etanol determina que se rebasen 

los mecanismos antioxidantes de la célula y se establezca el 

estrés oxidativo. Recientemente se les ha dado gran importancia a 

los sistemas antioxidantes celulares como entidades capaces de 

establecer procesos de adaptación durante el consumo crónico de 

etanol. Esta posibilidad será revisada en la siguiente sección. 
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El título propuesto para este capítulo ofrece un 

planteamiento muy general por lo cual es necesario aclarar que en 

una primera parte el enfoque será a nivel celular, se revisaran 

los mecanismos con los que cuentan las células para manejar los 

radicales libres del oxígeno que normalmente se están formando en 

el metabolismo. Se ilustrará con algunas patologías ocasionadas 

al rebasarse los mecanismos protectores o al lesionarse los 

procesos enzimáticos que intervienen. En segundo lugar se tratará 

sobre una serie de productos químicos, que incluyen desde 

nutrientes, vitaminas, hormonas y fármacos, en especial los anti

inflamatorios no esteroides, que se han propuesto para atrapar y 

de esta manera neutralizar el exceso de radicales libres 

desencadenante de varios procesos patológicos. 

MECANISMOS CELULARES 

La vida de los organismos depende de su interacción en mayor 

o menor grado con el oxígeno de la atmósfera. De ahí que hayan 

tenido que establecerse sistemas de protección contra el daño 

ocasionado por un exceso de radicales libres provenientes del 

oxígeno en condiciones fisiológicas. El más importante es sin 

duda la organización compartamentada de la célula, que separa las 

reacciones generadoras de radicales libres, en microambientes. 

Existen otras defensas celulares que incluyen atrapadores de 

radicales libres, de escaso peso molecular, así como complejos 

sistemas enzimáticos {fig 10). Todos ellos sirven para abatir 

las concentraciones basales de varias especies de radicales 
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Figura 10 - Mantenimiento del sistema glutati6n en el eritrocito. 
Cis = Cisteína; glu = glutamato; gli = glicina; GSH = glutation 
reducido; GSSG glutation oxidado; 1 glutamil-cistein 
sintetasa; 2 = glutati6n sintetasa; 3 = G6PDH; 4 = glutation 
reductasa; 5 = glutati~n peroxidasa; 6 = glutatión S transferasa; 
HMPS = vía colateral de los fosfatos de hexosa de Costagliola 
Rinaldi. RBC = eritrocitos. 

libres, que de otra forma causan daños a los componentes 

celulares. Existen varias evidencias de lo crítico que llegan a 

ser estos mecanismos para la sobrevivencia de las células en un 

medio aeróbico (38) . 
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Algunos compuestos como las vitaminas pueden secuestrar los 

radicales libres lipofílicos que están dispersos en las membranas 

y cambiarlos a otras especies menos tóxicas, por ejemplo la 

vitamina E (isómeros del tocoferol), es capaz de reducir 02, OH' 

oxígeno singulete, peroxil-lípidos y otras especies (128) . 

También se ha propuesto que el ascorbato (vitamina C) tenga 

propiedades semejantes y que pueda servir para mantener los 

tocoferoles en su forma activa reducida: El ascorbato es un 

reductor hidrosoluble, atrapador de radicales libres (129). 

El g caroteno o vitamina A es un secuestrador eficiente de 

oxígeno singulete e inhibe la lipoperoxidación. En un sentido 

más amplio puede decirse que cualquier molécula que reaccione con 

un radical libre puede ser considerado como atrapador o 

secuestrador, de manera que varias moléculas, componentes 

celulares, como lo son los azúcares, aminoácidos insaturados, 

aminoácidos azufrados, ácidos grasos insaturados, pueden también 

secuestrar radicales libres. Los productos de esas reacciones 

pueden o no ser menos tóxicos para las células que los radicales 

libres originales (130). 

Dentro del grupo de compuestos atrapadores de radicales 

libres que pueden considerarse citoplásmicos está el tripéptido 

glutatión (GSH), junto con su reductor el NADPH2 y la catálisis 

enzimática pueden reducir al peróxido de hidrógeno, peroxil 

lípidos disulfuros, ascorbatos y radicales libres. Se insistirá 

más adelante sobre el glutatión como sistema atrapador de 

radicales libres. 
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En las células de mamíferos existen reacciones no 

enzimáticas, catalizadas por :.metales,· capaces de servir como .. - - -· .. -

secuestradores de radicalés:· 1ib~~.s. pero aún no se conoce en forma 

precisa su eficacia. Met'ales como el zn2+, el Mn2+ o las 

poliaminas pueden desplazar a los iones de fierro de los sitios 

de unión con fosfolípidos e inhibir bajo ciertas circunstancias 

la peroxidación de los lípidos. 

Otras substancias como el ácido úrico, presente en el plasma 

a una concentración de 300 µM, protege a la hemoglobina de la 

oxidación por peróxidos y a los eritrocitos del daño peroxidativo 

en sus lípidos membranales. Por su facilidad para reaccionar con 

el oxígeno singulete y con el OH· , el urato puede ser un 

atrapador de radicales libres muy eficaz. se ha reportado que el 

ácido úrico evita que se oxide el ascorbato en el plasma (131) 

probablemente formando complejos estables con fierro y cobre 

(132). La urea inhibe también la oxidación del ascorbato en el 

plasma (133). 

Otras moléculas consideradas como antioxidantes son 

compuestos lipo-solubles, que detienen las reacciones en cadena; 

además del B caroteno, y el ~-tocoferol, se encuentra la 

bilirrubina, el estradiol y otros derivados del ácido ascórbico. 

Los compuestos secuestradores de radicales libres que son 

hidrosolubles y que han recibido atención además del ácido 

ascórbico, el ácido úrico y el glutatión son: la biliverdina, la 

cisteína y la cisteamina (B-mercapto etilamina) , que pueden 

neutralizar radicales libres donando electrones de sus grupos 

sulfhidrilo. La bilirrubina en su forma conjugada es capaz de 
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secuestrar radicales libres y ligar cobre (134). Es muy probable 

que la bilirrubina conjugada tenga un papel muy importante en la 

detoxificación de los lípidos hidroperóxidos en la bilis. La 

ceruloplasmina (proteína transportadora de cobre) puede actuar 

como un antioxidante extracelular (135) . Ultimamente se ha 

demostrado que la carnosina y los compuestos relacionados con 

ella (136), tienen también capacidad de donar átomos de hidrógeno 

a los radicales peroxilo y con ello terminar las reacciones en 

cadena, generadoras de RL. 

Enzimas secuestradoras de radicales libres De gran 

importancia para la comprensión de los mecanismos antioxidantes 

fue la identificación por McCord Y Fridovich en 1969 (170) de la 

enzima superóxido dismutasa (SOD) . Esta enzima cataliza la 

dismutación del anión superóxido, radical libre del oxígeno, a 

una velocidad 10,000 veces mayor que la dismutación espontánea al 

pH fisiológico. El manejo de esta importante estimulación se 

logra superando la repulsión electrostática del ión superóxido 

cargado negativamente. El sitio activo de las SOD contiene un 

metal (SODMe2+¡ que es reducido por un anión su peróxido y 

reoxidado por un segundo anión: 

SOD - Me2+ + º2 -------> SOD - Me+ + º2 

SOD - Me+ + 02 + 2H ------> SOD - Me2+ + H202 

La presencia de esta reacción asegura la ausencia de iones 

superóxido, los cuales al reaccionar con el peróxido de 

hidrógeno forman radical hidróxilo mucho más peligroso para la 
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integridad biológica que las entidades químicas que lo generaron 

(ver página 56) . La SOD existe en varias formas. Una de ellas, 

que se encuentra en la matriz mitocondrial, contiene Mg, otras 

citoplásmicas contienen Cu y Zn. Una SOD de plantas y bacterias 

contiene Fe. Las células tienen capacidad para aumentar la 

síntesis de la superóxido dismutasa en respuesta a un estrés 

oxidativo (137, 138). En los líquidos extracelulares existe una 

SOD de alto peso molecular que se adosa a·las superficies de las 

células endoteliales y puede ser importante en algunos de los 

procesos patológicos mediados por radicales libres (139) . 

Existen dos enzimas que catalizan la reducción del peróxido 

de hidrógeno; a bajas concentraciones el peróxido de hidrógeno es 

casi totalmente reducido por la acción de la glutatión peroxidasa 

que tiene como cofactor al glutation reducido (GSH) . Al finalizar 

la reacción se forma agua y el glutatión queda oxidado (GSSG) . 

Otra 

~ 2GSH + H2o2 

(\,, GLUTATION PEROXIDASA 

J GSSG + 2H20 

enzima, la glutatión reductasa, cataliza la 

regeneración del glutatión reducido a partir del glutation 

oxidado y emplea NADPH como cofactor. 

GSSG + 2H20 + NADPH 

GLUTATION REDUCTASA 
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El ciclo de las pentosas es una fuente importante de NADPH. 

La glutatión peroxidasa cataliza la reducción de los peróxidos de 

lípidos y evita la propagación de la lipoperoxidación. A 

concentraciones elevadas de peróxido de hidrógeno es muy 

importante la participación de otra enzima, la catalasa. 

Las enzimas glutatión peroxidasas difieren de las 

hemoperoxidasas porque contienen selenio y por su especificidad 

por el sustrato. De los productos de la reacción de GSH no sólo 

resulta el glutatión oxidado (GSSG) también pueden haber un 

aducto del GSH-lípido o proteína. 

Una manifestación secundaria del estrés celular causado por 

radicales libres es una disminución en la poza de NADPH, 

necesaria para la reducción del GSSG a GSH. Las 

transdeshidrogenasas celulares sirven para mantener el equilibrio 

entre NADH y NADPH. Un estrés oxidativo considerable puede hacer 

descender la concentración de piridín nucleótidos reducidos en la 

célula y afectar los procesos celulares (140). Otra 

manifestación tóxica del estrés oxidativo celular es el aumento 

de concentración de GSSG intracelular, lo cual puede afectar la 

conformación o la actividad de las proteínas enzimáticas que 

poseen grupos tiol, mediante el intercambio de tioles oxidados 

por reducidos. 

G-S-S-G + R-SH <-------------> GSH + R-S-S-G 
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El transporte activo de GSSG hacia afuera de los eritrocitos 

que son tratados con oxidantes y la aparición de GSSG en el 

perfusado de pulmones e hígados aislados de organismos tratados 

con oxígeno hiperbárico, indican que las células han desarrollado 

mecanismos para evitar los peligros potenciales de las reacciones 

de intercambio de disulfuros (141) . 

Antioxidantes en sangre y plasma - Wayner y cols (142) 

que la capacidad antioxidante de los componentes del 

indican 

plasma 

humano se manifiesta mediante el secuestro de radicales peróxilo. 

Reportan que el urato alcanza entre un 35 a 65 %, las proteínas 

plasmáticas entre 10 y 50 %, el ascorbato de o a 24 % y la 

vitamina E entre 4 y 10 % • También observaron que los grupos 

sulfhidrilo de las proteínas decrecen y que la vitamina E y el 

urato escasean desde el principio. 

Frei y cols (143) también estudiaron la importancia relativa 

de los antioxidantes plasmáticos en un modelo en el cual se 

agrega un radical libre iniciador soluble en agua para 

desencadenar una cascada de radicales libres y probar la 

eficiencia de varios componentes del plasma. Se obtuvo el 

siguiente orden de importancia: ascorbato > grupos sulfhidrilo > 

albúmina unida a bilirrubina> urato> vitamina E. En la membrana 

del eritrocito la vitamina E inhibe la hemólisis inducida por 

radicales libres (144) . 

Finalmente (145) se demostró la capacidad antioxidante de 
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los componentes en sangre, en un modelo en donde se induce la 

producción de radicales libres en una solución de sangre diluida 

1:4 y oxidada mediante aereación a 37°c. El ácido ascórbico y la 

bilirrubina desaparecen a los 10 minutos. También el ácido úrico 

y el tocoferol desaparecen rápidamente. En el plasma, 

hidroperóxidos de triglicéridos y de ésteres de colesterol 

aumentan rápida e inmediatamente después de iniciada la 

incubación. El a-tocoferol y los grupos sulfhidrilo de la 

membrana permanecen sin cambio 

descender a los 80 minutos 

al principio, 

de incubación. 

pero 

La 

empiezan a 

salida de 

hemoglobina del eritrocito se inicia a los 100 minutos después de 

que han desaparecido cantidades considerables de O!-tocoferol y 

grupos sulfhidrilos. Mientras que los iones de potasio salen 

desde las primeras etapas de incubación, lo que indica que el 

daño al eritrocito sucede mucho antes de que ocurra la hemólisis. 

Puede concluirse que el antioxidante más importante en plasma es 

el ascorbato y en las membranas eritrocíticas es el a-tocoferol. 

Hormonas Los corticosteroides inhiben la actividad de la 

fosfolipasa A2, la cual tiene un papel muy importante en la 

liberación de ácido araquidónico celular. Tanto los corticoides 

naturales como el cortisol y los sintéticos como la prednisolona 

y dexametasona inhiben la formación de prostaglandinas, 

tromboxanos y leucotrienos. Los corticoides actúan en forma 

indirecta produciendo una proteína inhibidora de la fosfolipasa 

A2 que es la lipocortina. Otra acción de los corticoides se 
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ejerce sobre el factor activador de las plaquetas y sobre el 

poderoso mediador de la inflamación la interleucina-1 (146) 

Agentes anti-inflamatorios La terapia con atrapadores de 

agentes oxidantes ha recibido poca atención, más bien, los 

esfuerzos se han dirigido a la elaboración de productos que 

interfieren con la degradación de eicosanoides como son los anti

inflamatorios no esteroideos (AINES) y· muchos de ellos han 

resultado, además, secuestradores de radicales libres del 

oxígeno. Se han desarrollado agentes terapéuticos con acciones 

similares a las de los corticoides, inhibidores de la 

ciclooxigenasa (147) . Otros tienen acción dual e inhiben también 

la actividad de la lipooxigenasa y con ello impiden la formación 

de prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos (147). Sin lugar a 

dudas el medicamento más empleado por la humanidad ha sido la 

aspirina. Su historia se remonta a 1763, cuando el reverendo 

Edmund Stone en Oxford, Inglaterra, leyó ante la Real Sociedad de 

Londres un reporte sobre la acción antipirética de la corteza del 

sauce. El principio activo se extrajo y se identificó como 

salicina y en 1899 la Casa Bayer de Alemania introdujo al mercado 

la forma ·acetilada del salicilato que es la aspirina. Tanto la 

aspirina como el salicilato son anti-inflamatorios potentes sin 

embargo la aspirina es un inhibidor más potente de la ciclo

oxigenasa que el salicilato. La aspirina administrada por via 

oral sufre inmediatamente una hidrólisis en el tubo digestivo y 

en el hígado por una estearasa que lo hidroliza a acetato y 

salicilato. Los antiinflatorios presentes en el sitio de la 
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inflamación pueden eliminar lo,s radicales OH", si se logra una 

concentración sul:ic:Í.enÍ:~ .de,, ·.la droga, se requiere de 

concentracione~:~c¡¡;~ii~Ji~~e~i (IÍÍM) y la mayoría de los AINES no 
,-~~·· :."_:·,; :.:;.'.''.--,' ,:~_-, ~ ·-

alcanzan e'sa,coI1ce.ntraéfórL<Los 'pacientes reumáticos que ingieren 

aspirin¡¡ \/es~5p~;~q~~it;~§.·?c;~}~a~·c:en concentraciones de 1 ~ en 

plasmé!· y líquido sinovial .suficiente ·para·. interceptar. al OH· . uno 

de los p~~.~~~7~~-·~~\ ~f:él~e·de;los. OH'. sobr,E!'..e~_. ~alicilato es el 

2, 3-dihid'.i:oxi_fie~~6~to ... Son . mayores . las• concentraciones de_· esta 

subst~ri~{~:.~:ri Ü plasma de paciei~te·{¿fa~~g~¡J·;·~~~i~;~~~'.fi:fl!~ en 

caso~. <'~e: . a~tri Üs reumatoide. Es posibi~."'qúE:; parte del 2, 3-

. dihidroxibenzoato sea producto del· a~a~~~-<por los OH' sobre la 

estructura del anillo aromático .de la;~s·~irina (148) • 

También se ha investigado)a.; habilidad de las drogas AINES 

para secuestrar hipoclorit6</ (HClof, ión que se produce en el 

sitio de la inflamacióri. >'~uchXs. de las drogas probadas son 
' ~- .; -· . 

capaces de reaccionar có~·:!'ei;~·ll{b"~~lorito HClO, pero el problema 

es que se logre se~u'~~é~¡~f;g~~·;¡;;~; concentraciones de las drogas 

que 
_.· ¡•·,· 

se alcanzan en :•eí s'it:i.'b . de la inflamación in vivo. Los 

atrapadores potenciales de HClO 'son compuestos con grupos tioles 

(penicilamina) , oro, tiomalato de sodio, fenilbutazona, 

primaquina. También el 5-aminosalicilato, el compuesto activo de 

la stilfasalazina, que se emplea en el tratamiento de la colitis 

ulcerativa, es un poderoso atrapador de HClO, sin embargo, la 

sulfasalazina no lo es. El 4 amino-salicilato es una nueva droga 

aparentemente más poderosa para el tratamiento de la colitis 

ulcerativa y es también un poderoso atrapador de HClO (148) . 
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PAPEL DE LOS RADICALES LIBRES EN LAS BNPERMBDADES 

El estudio de la asociación entre radicales libres y 

enfermedad ha resultado difícil por varias razones: son muy 

reactivos, existen en concentraciones muy bajas y "viven" muy 

poco, sin embargo cada vez existen más evidencias a favor de que 

los radicales libres están de alguna manera relacionados con 

varios padecimientos. 

Es importante definir si un incremento en la formación de 

oxidantes puede causar una enfermedad. En algunos casos 

definitivamente si, como en algunos tipos de cáncer en los cuales 

puede producirse daño directo sobre el DNA por radicales libres 

(146) o bien en la retinopatía del recién nacido, ocasionada por 

la lipoperoxidación, que puede mejorarse con tratamiento a base 

de vitamina E (149). En otros casos, por ejemplo en la 

inflamación, los incrementos en la formación de agentes oxidante·s 

son más bien una consecuencia de la actividad de la enfermedad. 

Por ejemplo: infiltración masiva de neutrófilos a un sitio, 

seguido de la activación de estas células para generar ión 

superóxido y peróxido de hidrógeno pueden producir un estrés 

oxidativo localizado muy intenso, tal como ocurre en la artritis 

reumatoide. 

En algunos casos, por ejemplo en el traumatismo intenso con 

daño cerebral, lo que ocurre es la inactivación de antioxidantes 

celulares y la liberación de metales de transición 

intracelulares: iones de fierro que catalizan reacciones por 

radicales libres y con frecuencia aumenta la peroxidación de los 



92 

lípidos. Pero en otros casos, como en los pacientes con 

distrofia muscular, puede simplemente ser una consecuencia del 

daño tisular y no contribuir a él; los tratamientos con 

antioxidantes en esta enfermedad se ha observado que no mejoran 

al paciente. A continuación se presenta una lista de las 

enfermedades en las cuales está bien sustentada la evidencia de 

que intervienen procesos oxidativos. También se considera al 

envejecimiento como un proceso mediado· por radicales libres 

(cuadro VIII) . 
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CUADRO VIII - ENFERMEDADES EN LAS QUE INTERVIENEN LOS 

RADICALES LIBRES DEL OXIGENO 

ALCOHOLISMO Y RADIACIONES 

Hepatitis alcohólica 
Miopatía alcohólica. 

Sobrecarga de hierro. 
Daño por radiación 

Radioterapia 

CORAZON 

Cardiomiopatía 

Enfermedad de Keshan 
(deficiencia de selenio) 

Ateroesclerosis 

Cardiotoxicidad por adriamicina 

2 . ACUMULACION DE FIERRO 

Hemocromatosis idiopática 
dietética 
Talasemia tratada con 
transfusiones múltiples 
Deficiencias nutriciona
nales de proteínas. 
( Kwashiorkor) 

4. APARATO DIGESTIVO 

Daño hepático por 
endotoxinas 
Daño por hidrocarburos 
halogenados (CC14 ) 
halotano 
Acción diabetogénica del 
aloxano 
Pancreatitis 
Lesión gastrointestinal 
por antiinflamatorios 
Envenenamiento por 
ingesta de fierro 
Colitis ulcerativa 

S. DAÑO INFLAMATORIO-INMUNOLOGICO 6.ENVEJECIMIENTO 

7. 

Vasculitis 

Glomerulonefritis ideopática 
Enfermedades auto-inmunes 
Artrítis reumatoide 

ERITROCITOS 
(toxicidad por) 

Fenil hidracina 
Primaquina 
Envenenamiento con plomo 
Protoporfiria por fotooxidación 
Malaria 
Anemia falciforme 

Vejez prematura 
{progeria) 

B. FAVISMO 

Anemia de Fanconi 
Anemia hemolítica por 
prematurez 



9. ISQUEMIA 

Infarto del miocardio 
Arritmias 
Trasplantes de corazón 

11. PIEL 

Radiación solar 
Quemadura 
Porfiria 
Fotosensibilizadores 

Dermatitis de contacto 

13. SISTEMA NEUROMUSCULAR-CEREBRAL 

Oxígeno hiperbárico 
Deficiencia de vitamina E 
Neurotoxinas 
Enfermedad de Parkinson 
Accidente vascular cerebral 

10. OJO 

Cataratogénesis 
Hemorragia ocular 
Daño degenerativo de 
retina 
Retinopatía por 
prematurez 
Retinopatía fóvica 

12.SISTEMA RESPIRATORIO 

Humo del cigarro 
Enfisema 
Hiperoxia 
Displasia 
broncopulmonar 
Polución por o3 y 
N02 
ARDS - Síndrome de 
insuficiencia 
respiratoria 
Neumoconiocis. 
Carcinogénesis por 
asbesto 
Toxicidad por 
bleomicina 
Toxicidad por S02 
Toxicidad por 
paraquat 
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Enfermedad de Alzheimer. 
Exceso de aluminio 
Potenciación en la lesión 
traumática 
Distrofia muscular 
Esclerosis múltiple 

De lo expuesto puede concluirse que los radicales libres del 

oxígeno normalmente se están formando durante el metabolismo 

celular; que existen varios sistemas celulares encargados del 

manejo de los radicales libres generados en condiciones normales, 

esos sistemas van desde moléculas pequeñas hasta enzimas 
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encargadas de reducir a los metabolitos oxidados por radicales 

libres o bien dismutar a los iones reducidos como es el caso del 

o2 . Otras moléculas presentes en el plasma también ejercen una 

acción importante amortiguando los metabolitos oxidados. Las 

vitaminas y las hormonas tienen un importante papel antioxidante 

en las células. Las moléculas xenobióticas del tipo de los ANTI

INFLAMATORIOS tienen mecanismos de acción como secuestradores de 

radicales libres. 

En particular se hará referencia al piroxicam, 4-hidroxi-2-

metil-N-2-piridinil-2 H-1,2-benzotiazina-3-carboxamida 1,1-

dióxido, cuya estructura se presenta a continuación: 

\;° 

W
B _,CH3 

M CONH-0 
011 

A diferencia de varios AINES muy comunes como la aspirina, 

ibuprofen, indometacina, naproxen, etc, no tiene ácido 

carboxílico en su molécula, sin embargo, se comporta como ácido 

en virtud de la capacidad de enolización del substituyente 4-

hidroxi. Además de sus propiedades farmacocinéticas el piroxicam 

es uno de los antiinflamatorios más potentes empleados en el 

tratamiento de enfermedades que cursan con reacción inflamatoria, 

dolor y fiebre, su potencia es semejante a la de la indometacina. 

La actividad antiinflamatoria del piroxicam no está mediada por 

acción de las glándulas suprarrenales. Es un inhibidor efectivo 

de la biosíntesis de prostaglandinas. No tiene efectos 

farmacológicos sobre el sistema cardiovascular o sistema nervioso 

central y en general es bien tolerado. Difiere de otros AINES 
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por sus notables atributos farmacocinéticos, tiene una prolongada 

vida media plasmática en el hombre (45 h) y una dosis pequeña de 

40 mg/día, mantiene las concentraciones terapéuticas suficientes. 

Además, la administración concomitante de aspirina o antiácidos 

no afectan las propiedades del piroxicam. (168) Sin embargo, aún 

es difícil generalizar su empleo en las enfermedads que tienen 

como sustrato el exceso de producción de radicales libres o bien 

una deficiencia en los mecanismos atrapadores de los mismos. 

Conforme más se investiga es cada vez mayor el número de 

padecimientos en los cuales la causa probable de la patogénesis 

se atribuye a una generación excesiva de radicales libres del 

oxígeno o a un deficiente manejo de los mismos. Con todo esto se 

enmarca una nueva visión de las enfermedades y se abren más 

posibilidades para su manejo. 



7 

ME TODOS 
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En relación al antiinflamatorio no esteroideo estudiado en 

este trabajo, el piroxicam, ya había sido empleado en la clínica 

para el tratamiento de la hepatitis alcohólica, aparentemente con 

buenos resultados (150) • El cuadro clínico de la hepatitis 

alcohólica fue presentado en la página 43 del capítulo 4, es una 

enfermedad causada por la ingestión exagerada y prolongada de 

bebidas alcohólicas. Después de las observaciones hechas por un 

grupo de médicos del Hospital General de México, en las que 

notaban una importante mej cría en los pacientes que presentan 

junto con la hepatitis alcohólica un padecimiento reumático por 

el cual eran tratados con piroxicam, fuimos invitados a colaborar 

en un estudio cuyo fin era e-ratar de explicar, desde el punto de 

vista bioquímico el porqué de la mejoría observada. Al revisar la 

literatura que existe en relación con el piroxicam hay que 

subrayar que de los antiinflamatorios no esteroideos capaces de 

inhibir a la ciclooxigenasa, éste tiene la propiedad de disminuir 

la producción de aniones superóxido en neutrófilos activados in 

vitro. Este efecto ha sido demostrado también en células que 

proceden de pacientes que han ingerido el producto (151) . Por 

otra parte existen numerosos datos para considerar a la hepatitis 

alcohólica o simplemente a la intoxicación alcohólica como 

entidades cuyo sustrato patológico puede radicar en la generación 

no compensada de radicales libres del oxígeno y del alcohol mismo 

(148), de manera que un medicamento capaz de inhibir la 

producción de ión superóxido y con ello lograr una menor 

liberación de H202 , de HClO · y de iones hidroxilo resultaba 

atractivo para ser probado como agente hepatoprotector en ratas 
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alcohólicas. En seguida se diseño el modelo de rata intoxicada 

con etanol en forma aguda que será analizado a continuación. 

Desde la década de los sesenta fueron publicados una serie 

de trabajos en los que se dio a conocer que en varias condiciones 

experimentales incluyendo algunos tipos de estrés y diversos 

tratamientos como son la administración de hormona 

adrenocorticotrópica (ACTH) , etanol, tetracloruro de carbono y 

etionina se induce un aumento del contenido de triacilglicéridos 

hepáticos (152). 

Más tarde Di Luzio (153, 154) fue el primero en proponer que 

el etanol podría afectar la capacidad antioxidante de la célula 

hepática. Esta hipótesis fue reforzada por el mismo autor, al 

encontrar que el acúmulo de triacilglicéridos se acompaña de un 

aumento de lipoperoxidación medido en homogenizados de hígado 

obtenido de ratas tratadas con etanol administrado por vía oral 

(155). 

La rata Wistar macho fue seleccionada para servir a la 

conformación del modelo de estudio, las dosis de etánol empleadas 

fueron de acuerdo a las recomendadas en el trabajo de Videla y 

cols (171), 5 g de etanol por kg de peso administrado por vía 

oral, previamente diluído en agua para alcanzar un volumen final 

de 2 ml. Con esta dosis se observa que el animal después de 20 a 

30 minutos generalmente cae en hipnosis. 

CARACTERISTICAS DE LA INTOXICACION AGUDA EXPERIMENTAL CON ETANOL. 

Los niveles de TAG hepáticos aumentan a partir de la primera 

hora después del tratamiento con etanol y continúan 
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incrementándose a las 2 y 4 h, alcanzando su máximo entre las 8 y 

12 h. A las 16 h generalmente se inicia el regreso a la 

normalidad. Este efecto puede variar ligeramente según la dosis, 

la vía de administración del etanol y la técnica que se emplee 

para determinar los TAG hepáticos. 

La lipoperoxidación medida como aparición de malondialdehído 

(MDA), aumenta durante la intoxicación etílica, el incremento 

varía con la dosis, vía de administración y con las condiciones 

que se emplean para la incubación de la reacción. cuando se 

emplea TRIS como amortiguador durante la incubación de la 

reacción, el MDA aumenta desde las primeras 4 h y desciende a 

partir de las 8 h, sin embargo, en el grupo de animales control 

que solo recibió glucosa se observa también un incremento de MDA. 

Este efecto que será discutido más adelante determinó el empleo 

del amortiguador de fosfatos durante la incubación de la 

reacción. En estas condiciones es posible mantener bajos los 

niveles de MDA en el grupo control durante todo el tiempo que 

dure el estudio y registrar el aumento de la lipoperoxidación en 

los animales tratados con etanol entre las 8 y 12 h, después de 

lo cual se inicia el descenso a la normalidad. Puede comentarse 

que se inicia más lentamente que el aumento de TAGS, en el 

hígado. 

Respecto al glutatión total hepático se tienen datos sobre 

su disminución en animales tratados con etanol y sacrificados 6 h 

después. Nuestro modelo evalua los cambios a las 8 y 12 h post 

intoxicación etílica, también se valoran los niveles de glutation 

oxidado que al ser restado del valor de glutatión total permite 
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cuantificar el glutatión reducido. 

Por último, los niveles. de alcohol en sangre aumentan de 

manera muy importante con·la dosis administrada a partir de las 4 

h es posible registrar concentraciones cercanas a 50 mM, 

descienden a las B h ·y p~á:~~icamente desaparecen a las 12 h. 

que 

Conociendo todos estos efectos del etanol en el animal 

modelo de estudio, fue diseñado el siguiente protocolo con el fin 

de detectar si el·. piroxicam era capaz de modificar los efectos 

producidos por el etanol. 

PROTOCOLO 

Un número de ratas Wistar, 16 a 20 para cada condición 

experimental, macho, con peso de 200 a 225 g se dividieron en 4 

grupos: A} control, recibió una cantidad isocalórica de glucosa 

(en forma de solución acuosa al 40% p/v} en relación a la dosis 

de etanol, y una cantidad equivalente de la solución vehículo del 

piroxicam; B} etanol, recibió 5 g de etanol por kg de peso 

corporal (en forma de solución acuosa al 30%) y la cantidad 

equivalente de la solución vehículo; C) glucosa-piroxicam, recibe 

una cantidad isocalórica equivalente de glucosa y piroxicam 10 mg 

por kg de peso corporal (como una solución de glicerol-agua al 

25% v/v con 7. 5 mg de piroxicam 1 ml} y D) etanol-piroxicam, 

recibe 5 g de etanol y 10 mg de piroxicam por kg de peso 

corporal. Las soluciones y medicamentos fueron administrados por 

vía oral mediante el empleo de una sonda orogástrica. Se 

realizaron tres series de experimentos, en una de ellos las ratas 

fueron ayunadas durante 16 h después de lo cual se agruparon para 
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recibir sus respectivos tratamientos, en todos los casos por vía 

oral· y así se mantuvieron.2o'bien 4; 6·y a horas, después de las 

cuales fueron sacrifiCadas por,• decapitación. Se obtuvieron 

muestras de los hígadosC:de'''est:ós animales y se homogeneizaron en 

agua bidestilada. En' una .alicuota se determinaron los TAG por el 

método de Butler y col (156) , proteinas por el método de Keyser y 

Vaughn (l.58) y MDA mediante la técnica de Ottolenghi (157) 

incubando la reacción en amortiguador TRIS 0.15 M, pH 7.4. 

Otra serie de experimentos se diseño después de analizar los 

primeros resultados que serán presentados en la siguiente 

sección. El protocolo se respeto en cuanto a los diferentes 

grupos de animales estudiados, las dosis de etanol y piroxicam se 

mantuvieron igual, lo que si cambió el método para medir TAG en 

hígado que se realizó por la técnica de Gottfried y Rosenberg 

(155), la determinación de proteinas que se hizo en esta nueva 

serie de acuerdo con el método de Bradford (159) y para medir MDA 

se empleo en vez de TRIS como amotiguador, una solución de 

fosfatos O .15 M pH 7. 4. Esta nueva determinación se diseño con 

objeto de lograr una mejor reproducibilidad, según datos 

confirmados en nuestro laboratorio en un experimento realizado 

por Saldaña (3). La incubación de la reacción se hace durante 30 

minutos a 37ºC y se termina mediante la adición de l. 5 ml de 

ácido acético al 20% pH 2. 5 ajustado con potasa, después se 

agrega ácido tiobarbitúrico al 0.8%, las muestras se mantienen a 

temperatura de ebullición durante 45 minutos, por último se 

adiciona l ml de KCl al 2%. El método con algunas modificaciones 

se basa en la técnica originalmente descrita por Ottolenghi 
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(157), una versión muy detallada se encuentra en una publicación 

reciente de nuestro grupo (162). La determinación de etanol fue 

realizada en esta serie experimental mediante el método de Bernt 

y Guttman (160), para ello se colectó la sangre en tubos que 

contenían EDTA como anticoagulante y de ahí se tomó una alicuota 

de 50 µl conforme indica el método. 

Para la tercera serie de experimentos se emplearon animales 

alimentados ad libitum antes y después del tratamiento, la razón 

de este cambio fue porque los niveles de glutatión en los 

animales ayunados desciende conforme se prolonga el tiempo del 

ayuno, este descenso se exagera aún más mediante el tratamiento 

con etanol, de manera que resulta difícil medir los valores bajos 

que se registran. En este lote de animales se midieron los 

niveles de glutatión total (GT) y de glutatión oxidado (GSSG) con 

base en el método de Akerboom y Sies (161), siendo 

respectivamente el método I y IV de los que reporta el autor. La 

cuantificación de glutatión se realizó en una muestra de hígado 

que se congeló inmediatamente en N2 líquido y después de 

pulverizarla se homogenizó en ácido perclórico 1 M en 2 mM de 

EDTA. Se centrifugó durante 5 minutos a 5,000 g y en una alicuota 

del sobrenadante se realizó la medición de GT y de GSSG. El 

glutation reducido (GSH) se obtiene restando el valor de GSSG 

(como equivalentes de GSH) del valor de GT. 

Los reactivos empleados proceden de Sigma Chemical excepto 

el fosfato monobásico y dibásico de sodio obtenidos en Merck de 

México y son de grado analítico: 

En el tratamiento estadístico se empleo la "t" de Student 
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para la significancia entre los diferentes grupos comparados. 



8 

RESULTADOS 
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Los resultados van a ser presentados de acuerdo con el orden 

cronológico en el que fueron realizados. En la primera serie de 

experimentos el diseño tenía como objetivo inmediato hacer una 

exploración general y la evaluación de las técnicas, de manera 

que solamente se midieron TAG y MDA en hígado. Los TAG hepáticos 

determinados mediante el método de Butler no muestran cambios en 

los animales que recibieron glucosa o el AINE, en ninguno de los 

tiempos estudiados. El efecto muy conocido del alcohol (153, 

154) se reproduce desde las 2 horas y se contrarresta cuando son 

tratados con piroxicam en forma simultánea. El efecto es 

francamente significativo a las 8 horas con una p < O. 001 (fig 

11). 

En esta misma serie de experimentos se midieron las 

concentraciones de MDA como índice de lipoperoxidación, para ello 

las alicuotas de homogenado fueron incubadas en amortiguador 

tris. Llaman la atención los valores de MDA en los animales del 

grupo control porque son tan elevados como los del grupo 

experimental. Estos valores descienden cuando además de glucosa 

reciben piroxicam. 

Los resultados después de 4 horas de tratamiento, muestran 

una mayor cantidad de MDA en las ratas que recibieron etanol 

comparadas con los que recibieron etanol y piroxicam, estos datos 

alcanzan significado estadístico. Los ensayos realizados a las 6 

y 8 horas no muestran diferencias significativas (fig 12) . 
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HORAS DESPUES DEL TRATAMIENTO 

Figura 11. 

Efecto del piroxicarn sobre los niveles de TAG hepáticos a 
diferentes tiempos de tratamiento con etanol a la dosis de 5 g/kg 
de peso corporal por vía orogástrica. El piroxicam fue 
administrado a la dosis de 10 mg/kg de peso corporal por la misma 
vía y en forma consecutiva. Número de ensayos individuales de 4 a 
S. Los valores de p se obtuvieron al comparar el grupo etanol vs 
etanol y piroxicam. 
* p < 0.001. 
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CJ GLUCOSA 
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HORAS DE TRATAMIENTO 

Figura 12 Efecto del piroxicam sobre la lipoperoxidación 
inducida con etanol. Los niveles de MDA en hígado de rata a 
diferentes horas de tratamiento fueron estimados en homogenizado 
de hígado suspendido en amortiguador TRIS. n = 6 • * p < O • OS 
comparando etanol vs etanol piroxicam. Condiciones y dosis igual 
que en figura 11. 
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En una segunda serie de experimentos se manejaron técnicas 

diferentes para medir TAG y MDA hepáticas. Las concentraciones de 

TAG en alicuotas de homogenado de hígado medidas por el método de 

Gottfried muestran el típico incremento de TAG en hígado 

producido por el etanol (152, 153). El efecto se atenúa desde 

las 4 horas después del tratamiento y se mantiene hasta las 8 y 

12 horas con significado estadístico y deja de tenerlo a las 16 

horas. En general los resultados muestran una menor dispersión 

cuando se comparan con los obtenidos mediante el método de Butler 

(fig 13). 

HORAS DESPUES DEL TRATAMIENTO 
Figura 13 Efecto del piroxicam sobre los niveles de TAG 
determinados mediante el método de Gottfried. Dosis y condiciones 
del ensayo igual que en figura 11. El número de ensayos 
individuales varia de 4 a 15. Los valores de p al comparar el 
grupo etanol vs etanol + piroxicam; * p < 0.001, ** p < 0.01 y 
*** p < 0.05. 
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En esta misma segunda serie de experimentos se determinó 

MDA, para ello se incubaron las alicuotas:' dei homogenado de 

hígado en amortiguador de fosfatos 0.15 .M pH:?.4; ·hay diferencias 

significativas al comparar el grupo que r~cibl6.etanol vs etanol 

más piroxicam a las B y 12 horas, (Úg 14) después del 

tratamiento. Puede observarse que en contraste con los resultados 

obtenidos cuando se emplea amortiguador tris los valores del 

grupo control son menores que los del grupo experimental tratado 

con etanol . 
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HORAS DESPUES DEL TRATAMIENTO 

Figura 14 - Efecto del piroxicam sobre la lipoperoxidación en el 
hígado de ratas a diferentes horas de tratamiento. Se empleo 
amortiguador de fosfatos o .15 M, pH 7. 4 para homogeneizar el 
hígado e incubar la reacción. Dosis igual que en figura 11, n de 
3 a 7, * p s 0.001 al comparar etanol vs etanol y piroxicam 
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Dentro de la misma serie de experimentos se midió alcohol en 

sangre. Las determinaciones se hicieron a las 4 y 8 horas (fig 

15) . Puede observarse que el grupo que además de etanol recibió 

piroxicam a las 8 horas, mantiene los niveles de alcoholemia 

menores en un 38% comparados con los del grupo que recibió etanol 

solamente. Los valores obtenidos a las 8 horas muestran 

diferencias estadísticamente significativas. 
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HORAS DESPUES DEL TRATAMIENTO 

Figura 15 - Efecto del piroxicam sobre los niveles de etanol en 
sangre. Condiciones y dosis igual que en figura 11. Valores de p 
< O.OS comparando el grupo de etanol vs etanol piroxicam a las 8 
horas. El na las 4 horas de 7 a 11 y a las 8 horas n = 7. 

La última serie de experimentos fue diseñada para medir 
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glutation total y oxidado en .el hígado de rata. Los animales 

continuaron alimentándose durante todo el' curso del experimento. 

Los animales que fueron sacrifica:cfbs: a ··las 8 horas post 
-;-.. '·:·:.'· .. -· 

tratamiento iniciaron el mismo ,a la~)/AM, mientras que cuando el 

tratamiento dur6 12 horas, s;e ;in.tf~'~,'.\ª','las 5 AM esto es para 

sacrificar los dos grupos de anima~ce~.~J'ª'. las 17 horas en todos los 

casos y evitar variaciones circ~,<;\f.§~JilX;;) . 

. :,~.:::::~::·::,:tlZJ}i~~h-t~i~~tE':,::::::::.,:: 
,~·:- .-~. <";:i~: _;¡¡~\;.-: ·./:-

la intoxicación (Tabla Ú y eLCoñteD.ido;,de glutation total 12 

del mismo t~~~t~r~~~~, . (TABLA II) . 
:_:- 'e~.:.<·~·:?-!,;:{~~:~·.::(::;;:> .':> 

administración de piroxicam consecútiva·.ia 'la del etanol produjo 
... '',.'.:¡;:;•',' ,·« ... -

horas después La 

un aumento en los niveles de glutat'i.6n ·:total y reducido, que 

contrarresta el descenso producido por el etanol. (TABLAS I y 

II) . El GSSG medido a las 8 y a las 12 horas en los cuatro grupos 

experimentales no muestra cambios significativos. 



TABLA I 

EFECTO DEL PIROXICAM SOBRE LOS VALORES DE GLUTATION 

EN HIGADO DE RATA A LAS 8 HORAS DE TRATAMIENTO. 

µ molas/kg de peso húmedo, promedio ± error standar. 

Número de ratas en paréntesis. 

'Tratamiento GSH GSSG ,GT*.· 

Glucósa. 

Glucosa + 

Etanol 

Etanol + 

* Los equivalentes totales de GSH (GT) fueron calculados de 

acuerdo con la relación GT = GSH + 2GSSG. 

a p < 0.01 al comparar etanol vs etanol + piroxicam. 
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TABLA II 

EFECTO DEL PIROXICAM SOBRE LOS VALORES DE GLUTATION 

EN HIGADO DE RATA A LAS 12 HORAS DE TRATAMIENTO. 

µmolas/kg de peso húmedo y promedio ± error standar. 

Número de ratas en paréntesis. 

Tratamiento GSH GSSG ·'GT* 
·-- ':;· ''.-T;~: 

' ;;_,:!_~.-;.~: }'.~);;.~:· ~·.:{:; .;:li :'· '~-

Glucosa 3.54 ± 0.18 

Glucosa +. Piroxicam 

Etanol 

}i~i' 
Etanol + Piroxicám ·· 3:88, ú~~-~·:· '·:X:~·;~.-~:º ;:;;~·8 · 4·.:3~\••o. 24b 

a 

b 

* 

.. (4) .• (4) (4) .· 

p < O.OS al comparar glucosa vs etanol 

p < 0.02 al comparar etanol vs etanol + piroxicam 

Los equivalentes totales de GSH (GT) fueron calculados de 
acuerdo con la relación GT = GSH + 2GSSG. 
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DISCUSION 

y 

CONCLUSIONES 
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Respecto al método empleado en el desarrolllo de este · 
·.· .'';_ ' 

trabajo se pueden ofrecer las siguientes,: conciüsi~~es: se 

emplearon dos técnicas diferentes para, medir· tfiadhglicáridos 

hepáticos: el método de Butler (156)' y el ~e· ~dtt•f·~~~~ '/U~ir.;:L~s 
datos obtenidos demuestran que la t'écn:i.ca de Gottf~ied resulta 

más exacta como puede observarse al comparar las figuras 11 y 13. 

En relación a la lipoperoxidación también fue medida en dos 

condiciones diferentes, en una de ellas ·Se emplea amortiguador 

TRIS O .15 M pH 7. 4 y en la otra el TRIS es reemplazado por 

fosfatos 0.15 M pH 7.4, sin lugar a dudas puede concluirse que el 

empleo del amortiguador de fosfatos durante la incubación de la 

reacción ofrece una mayor exactitud en la determinación del MDA 

como indicador de la lipoperoxidación. Las figuras 12 y 14 

ilustran claramente ambas situaciones. 

Aunque en la literatura existe suficiente evidencia 

experimental indicativa de que el daño celular por etanol está 

mediado por radicales libres del oxígeno y del etanol mismo (78), 

hasta hace pocos años otros autores no observaban ningún 

incremento de MDA durante la administración aguda o crónica de 

etanol (165,166). Una revisión muy completa sobre el tema 

realizada por varios autores (80,167) permite concluir que las 

controversias pueden ser explicadas en vista de las numerosas 

variables y las diferentes condiciones experimentales de las 

reacciones utilizadas en cada caso. Los resultados también varían 

según las vías de administración del etanol, las dosis y las 

técnicas empleadas para las mediciones. En relación al aumento 

del contenido de TAG hepáticos existen menos discrepancias en la 
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literatura. 

En el modelo de estudio seleccionado para la realización de 

esta tesis fue posible corroborar tanto el aumento '.de i los, TAG 

hepáticos como el aumento de la lipoperoxidación medfcl.~}~~'l:' el 
·.·••· ¡ .. ,. .. • 

aumento de las subtancias que reaccionan· con '::ei<>·ácid·o 

tiobarbitúrico (TBARS) . 

La determinación de etanol en sangre en fundi6n/del ':tiempo 

fue establecida en el modelo de estudio 
·~::.~<~·.: J:. 

y en•. ia curva 

correspondiente se muestra que las concentraciones más altas se 

alcanzan a las 8 horas. 

La administración aguda de etanol determina además de un 

aumento en la generación de radicales libres del oxígeno y del 

etanol mismo, una disminución de las defensas antioxidantes que 

en ciertas condiciones determina la instalación del estrés 

oxidativo. Durante esta situación se observa en el hígado además 

del aumento de lipoperoxidación, un marcado descenso de las 

defensas antioxidantes como el glutatión reducido. Efectivamente 

en el estudio realizado se detecta una disminución del glutatión 

hepático total y reducido a las 8 y 12 horas después de la 

administración de una carga aguda de etanol. Este descenso de 

glutatión es equiparable al reportado por otros autores (168). 

Una vez logrados los efectos bien conocidos del etanol y 

seleccionadas las mejores técnicas, en nuestro modelo de estudio 

se procedió al diseño experimental para comparar los animales 

intoxicados con etanol con un grupo de animales que recibe además 

del etanol un antiinflamatorio no esteroideo: el piroxicam. La 

acción de este AINE como atenuador de los efectos del etanol es 



118 

notable en lo que se refiere al amento de TAG -en .el hígado desde 

las primeras 4 horas _(figs 11 y 13) 

a las s y 12 horas~ 

' . . 

y eis altS:mente significativo 
', '-'-· ,·, :.····· - •'.''· ---: " 

A las i6 horas ya no se~ol:ise':rva~· el ':eifect~·.:~t~Eti?~?r (Úg 13) 
.·.º'/" {-~<·,. \~'.·::: -~_-·,, 

sino al cont'rario aumentan /•'forma 

significativa. 

retardador del acúmuló 

antihígado graso. Si 

retardador ej ercidC> : pe·~:. 

beneficio del 

efecto 

un efecto 

un. efecto 

.. sería en 

carga de TAG dando . ~~y()'~i: §p;~~;~~[it~~·JA~'f~~~;~tj~i'ecimiento de la 

homeostasis. '. · .··. ' ··· S'.~3i~T:~¡2;:.·:)?7 · 

lipop::oxi::,::<r~=~~i~~1i!i~~~itqfi;l[~i!~\•::nt: :: 
significativo.• a' las'./4' h,;ras,•,:,c;ando~"fSE!'·o·u~a,amqrtiguador TRIS, 

mientras_ --~.El_ •• _.~~f:"1·~ti;~B~i.T:~Jf~~~J~ffe:í~;i~~~frr;~;;·~~Jerva' significado 
estadístico •a ,las,i:srr'/12.·i~óras.';,(~ig.¡l:il·;>-También puede verse que 

a las 16 .. ~i~;-é;:.t~ft~Jf'J~~'/;~~~;rie~~I;f~~:~~siva~~nte etanol, tiende a 

normaiizarse/J;};~i~~ff~~ Q:q;r~;;··~l~~;~:g:%'P:~ tratado con etanol y 

piroxi~a.n;: íb~>riiv~les de.·MbA ~a.\h~\'contim:ian en .descenso (fig 

Í4). 

Esta es una situación paralela a la que ocurre con el 

contenido de TAG hepáticos y cabe comentar que bien puede 

tratarse de que la lipoperoxidación en este grupo de animales sea 

más lenta, probablemente en forma más controlada de manera que la 

célula puede sufrir menos las consecuencias de la degradación 

oxidativa de sus lípidos porque el aumento de radicales libres 
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producidos durante el metabolismo del etanol también será más 

controlado 

En relación a.los niveles de glutatión el piroxicam revierte 

los efectos tóxicos del etanol, normalizando las concentraciones 

hepáticas del glutatión reducido a las a horas (tabla I). El 

efecto sin embargo, se sostiene hasta las 12 horas (tabla II) . 

Por último, para explicar una atenuación en la etanolemia 

(fig 15) producida por el piroxicam se ha propuesto un aumento en 

la velocidad de oxidación del etanol. Sin embargo, esta 

explicación se invalida en parte porque otros parámetros como son 

el contenido de TAG hepáticos y la lipoperoxidación tienden a 

normalizarse más lentamente, lo cual es poco congruente con el 

aumento en la oxidación del etanol ya que en esta situación se 

esperaría que los cambios en TAG y lipoperoxidación hepáticos 

regresaran a la normalidad más rapidamente. 

Otras alternativas para explicar la acción del piroxicam 

sobre los efectos del etanol podrían radicar en una inhibición de 

la salida de TAG del tejido adiposo al hígado, lo cual sería 

congruente con una menor disponibilidad de sustrato para la 

lipoperoxidación o bien, que este AINE sea capaz de fijar el 

etanol a los fosfolípidos de membrana, de lo cual también 

resultaría una menor concentración en sangre y una atenuación de 

los efectos del etanol en el hígado. Existen trabajos en la 

literatura en los cuales se demuestra la formación de ésteres de 

ácidos grasos y etanol en órganos como el páncreas y el corazón 

(163, 164). Cabe comentar que el piroxicam es sumamente 

hidrofóbico y la posibilidad de que se integre a bicapas 
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lipídicas no es remota. Quedaría por estudiar la alternativa de 

que las membranas plasmáticas puedan alojar una gran cantidad de 

moléculas de etanol responsable de mantener casi a la mitad la 

etanolemia durante varias horas. 

Otra posibilidad es que el AINE aquí estudiado ejerza su 

acción protectora funcionando como secuestrador de radicales 

libres. Esta acción está reportada para varios AINES (151) 

incluyendo el piroxicam en neutrófilos · activados capaces de 

producir especies reactivas del oxígeno que son atrapadas por los 

AINES . La evidencia experimental puede ser obtenida con el 

empleo de la resonancia paramagnética electrónica (EPR) . Nuestro 

grupo tiene investigaciones en curso, con el empleo del EPR muy 

preliminares, indicativas de que el piroxicam pudiera ser una 

molécula atrapadora de radicales libres. Este dato explicaría en 

gran parte el control de los efectos del etanol observado, aunque 

no así la disminución de la alcoholemia. Para explicarla se han 

diseñado otros estudios en donde se mide directamente la 

actividad de la deshidrogenasa alcohólica in vitro en presencia 

de AINE. 

La acción de AINE también puede que suceda en las 

mitocondrias, cuando facilita en la membrana mitocondrial la 

entrada del NADH2 a través de las lanzaderas y de esta manera se 

logre acelerar la oxidación del etanol obteniéndose 

disponibilidad de NAD+, aunque directamente no se 

una mayor 

emplee el 

NADH2, si puede medirse si los sistemas de lanzaderas capaces de 

introducir equivalentes reductores a la mitocondria se aceleran 

por acción del piroxicam. También es importante evaluar en 
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mitocondrias de hígado tratadas con etanol, etanol + piroxicam y 

piroxicam solo, el consumo de oxígeno en estado 3 y 4, conocer el 

cociente respiratorio y la fosforilación oxidativa con el empleo 

de sustratos de sitio I y sitio II, con objeto de saber si se 

trata de una acción desacoplante del piroxicam, sobre la 

fosforilación oxidativa, que pueda en un momento dado compensar 

los efectos tóxicos del etanol sobre las mitocondrias, acelerando 

la respiración de las mismas, con pérdida en la producción de 

ATP, pero con el restablecimiento de la normalidad. 

Cualquiera que sea la.verdadera explicación de las descritas 

anteriormente, puede decirse que el mecanismo pivote de las 

alteraciones celulares inducidas por la intoxicación alcohólica 

aguda es la generación exagerada de especies reactivas del 

oxígeno o radicales libres del etanol mismo. 

Es probable que el antiinf lamatorio podría contrarrestar los 

efectos del etanol, aumentando las defensas celulares 

antioxidantes concretamente la poza de glutation hepático. Por 

otra parte además del aumento de las defensas antioxidantes 

celulares el AINE podría ejercer otro acción adicional evitando 

la generación de radicales libres, o bien, atrapar a los ya 

generados y de esta manera proteger a las celulas hepáticas del 

estrés oxidativo inducido con la carga de etanol. 

Por último para obviar la movilización de lípidos hacia el 

hígado o la dificultad para exportar triacilglicéridos hepáticos 

durante la intoxicación con etanol se recomienda simplificar el 

modelo del animal integro y emplear el hepatocito, aislado para 

evaluar la acción hepatoprotectora del piroxicam. 
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