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“Y ef vino que alegra el corazén del hombre,
El aceite hace brillar el rostro,
Y el pan que sustenta la vida del hombre.”

Salmos 104:15.

“Dad la sidra al desfallecido,
y el vino a los de amargado animg.”

FProverbios 31.6.

“¢Para quien serd el hay? ¢ Para quien el dolor?
¢ Para quién las rencillas?

¢ Para quién las quejas ¢ Para quien las heridas en baide?
¢ Para quién lo amoratado de los ojos?

Para los que se detienen mucho en el vino,
Para los que van buscando la mistura.

No mires al vino cuando rojea,

Cuando resplandece su color en la copa.

Se entra suavemente,

Mas al fin como serpienfe mordera,

Y como aspid dard dolor.

Tus ojos mirardn cosas extrafias,

Y tu corazén hablard perversidades.

Serds como el que yace enmedio del mar,

O como el que estd en la punta de un mastelero.
Y dirds: Me hirieron, mas no me dolié;

Me azotaron, méas no lo senti,

Cuando despertare, atn lo volveré a buscar.”

Proverbios 23

0 29-35.
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RESUMEN:

IVONNE CABALLERC CRUZ.  Modificacion de los niveles de etanol y
acetaldehido en sangre de ratas fratadas con agentes antiinflamatorios no esteroideos.
(Bajo fa direccidn de Martha Zentella de Pifta, Marte Lorenzana Jiménez, M. Dolores
Ramirez G., Alma E. Rocha Hemandez).

El aicohol es una sustancia de consumo humano capaz de modificar algunos marcadores
biogquimicos y morfolégicos cuando se administra aguda o crénicamente. Después de que
el alcohol es ingerido, se absorbe en corfo tiempo a través del tubo digestivo para ser
metabalizado principalmente en e higado. E! etanol es una de las sustancias de abuso
mas consumidas por la poblacién por o que ha side objeto de estudio en varias ramas del
conocimiento. Otras substancias de alto consumo son los antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs), que tienen la propiedad de producir analgesia y de inhibir los procesos
inflamatorios a nivel de ia ciclooxigenasa, disminuyendo la sintesis de prostaglandinas,
mientras que el etanol promueve la sintesis de dichos autacoides. En este trabajo se
estudio el efecto de los AINES sobtwe el metabalismo del etanol cuando se administran las
dos sustancias de manera simultinea, ya que el consumo de ambos ocurre con cierta
frecuencia. La razén del uso simultaneo puede deberse a la busqueda de alivio de ia
irritacién e inflamacion preducidos por la ingesta de etanol. Aungue estudios previos
demuestran que Jos AINEs administrados simultineamente protegen de la accién del
etanol, el mecanismo que explica tal efecto aun no ha sido aclarado, sin embargo pudiera
ser a través de abatir la produccidn del acetaldehido que es mas toxico. Por lo que, en
este estudio se midieron los niveles de etanol y acetaldehido, e! segundo como producto
de la oxidacién etilica en ratas que fueron intoxicadas de forma aguda con etanol y
tratadas simultdneamente con algunos AINEs como la aspirina, naproxen, piroxicam y
dipirona, con el fin de conocer el efecto sobre la oxidacién del etanol. La técnica analitica
empleada para cuantificar ‘el etanol y el acetaldehido fue la cromatografia de gases
(Head-Space). L.os resultados obtenidos indicaron que la aspirina, naproxen, piroxicam y
dipirona disminuyen y modifican el curso temporal de la concentracién sanguinea de
etanol y su metabolito en comparacidon con el grupo testigo. Los niveles de acetaldehido
fueron menores durante las primeras dos horas post-intoxicacién y el curso femporal que
mostraron a través del tiempo fueron diferentes con respecto al grupo control. También
se observd corrrelacion entre las concentraciones de etanol y acetaldehido en los grupos
que recibieron 2.5 de etanol mas solucion salina (= 0.7907), aspirina (r’=0.5301) y
naproxen (P= 0.9436). En los grupos que recibieron Sg de etanol mas aspifina
(F=0.9033), dipirona (r’= 0.7876) y piroxicam (*=0.572). Y el grupo que recibié 7.59 de
etanol mas sol. salina (#=0.8892). Los grupos que recibieron piroxicam, dipirona y
naproxen ademas de 2.5 g de etanolkg de peso presentaron un aumento en las
concentraciones de acetaldehido (p<0.04) a las 4 horas post-intoxicacidn en comparacién
al grupe control, Los resultados rnostraron que tos AINEs modificaron &l curso tempora
de fos niveles sanguineos de etano! y los de acetaldehido. Esto puede deberse como o
indican algunos trabajos previos a que otros AINEs actian como desacoplantes débiles
de 1a fosforilacion oxidativa, cuya consecuencia €s un mayor consumo de oxigeno y de
equivalentes reductores producidos durante 1a oxidacion del etanol. Otro factor que podria
influir sobre los niveles de etanol y acetaldehido es una inhibicion de la velocidad de
absorcién del alechol en el tube digestivo que explicaria la disminucion de etanol y de
acetaldgehido observados en algunos grupos que recibieron AINE.
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IVONNE CABALLERO CRUZ. Modification of ethanol and acetaldehyde levels in blood
of rats treated with non steroidal antiinflammatory drugs. {Under the address of Martha
Zentella de Pifia, Marte Lorenzana Jiménez, M. Dolores Ramirez G., Alma Rocha
Hernandez). Alcohol is capable of modifying biochemical and morphological properties
when administered acutely or chronically. After alcohol is ingested, it is absorbed in
short time in the digestive tube being metabolized afterwards mainly in the liver. Due to
the fact that ethanol is one of the substances which is most abused by the population it
has been an object of interest for further study. Other frequently used substances are the
non steroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs), which have the property of producing
analgesia and of inhibiting the inflammatory process by interfering at the level of the
enzyme cyciooxygenase, and thus reducing the synthesis of prastaglandin. On the other
hand ethanol promotes the synthesis of such autacoides. Because the consumption of
NSAIDs and alcoho!l oceurs frequently, the former probably in an attempt to reduce the
irritation and inflammation caused by ethanol, we decided to study the effect of NSAIDs
an the metabolism of ethanal when both were administered simultaneously., Previous
studies demonstrated that the administration of NSAIDs protected against the action of
ethanol, the biochemical mechanisms that explain such effect has not been clarified,
however we suggest that one of the possible explanations could be the reduction in the
synthesis of acetaldehyde which is more toxic. Therefore, in this study we measured
ethanol and acetaldehyde levels, the latter as a product of ethylic oxidation in rats
acutely intoxicated with ethanol and treated simultaneously with some NSAIDs such as
aspirin, naproxen, piroxicam and dypirone. The aim was to know the effect that these had
on the oxidation of ethanol. The analytical technique employed to quantify the ethanol
and the acetaldehyde levels was gas chromatographye (Head-Space). Results indicated
that aspirin, naproxen, piroxicam and dypirone reduced and modified the temporary
course of ethano! and acetaldehyde concentrations in blood in comparison with the controf
group. The levels of acetaldehyde were smaller during the first two hours post —
intoxication with a different temporary course with respect to the control group. Correlation
was observed between ethanol and acetaldehyde concentrations in the groups that were
treated with 2.5g of ethanol plus saline solution (r*= 0. 7907), aspirin {r= 0.5301) and
naproxen (r°= 0.9436); as well as in the groups that received 5 g of ethano! plus aspirin
(= 0.9033}, dypirone (= 0. 7876) and piroxicam (r’= 0.572); and finally also in the group
that received 7.5 g of ethanol plus saline solution (= 0.8892). The groups that received
piraxicam, dypirone and naproxen in addition to 2.5 g of ethanolikg of weight presented an
increase in the concentrations of acetaldehyde (p < 0.04) 4 hours post - intoxication in
comparison with the control group. Previous projects suggest that the protective effect of
the NSAIDs is due to the fact that they act by uncoupling the oxidative phosphorylation
bringing as a consequence an increase in the consumption of oxygen and NADH during
the oxidation of ethanol. Ancther explanation for the decrease of ethanol and
acetaldehyde concentrations in blood after the use of NSAIDs is a reduction of the
absorption speed of alcohol in the digestive tube.
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1.1 Aspectos histéricos:
Las bebidas alcohodlicas fueron conocidas por el hombre hace mas de

100,000 afios aproximadamente. Muchas de las bebidas se originaron de la
fermentacion de las uvas, granos y miel gque permanecieron depositadas
accidentalmente en cavidades rocosas, o que eran guardados en recipientes de
piedra. El hombre del Neolitico de hace 8, 000 afios seguramente elabord vinos
con el jugo de frutos como la uva, al almacenaria por tiempo prolongado.

Algunos antropélogos sugieren que la aparicion de 1a etapa agricola facifitd
ia elaboracidn de algunos vinas, que ya se consumian junte con lps alimentos. En
el viejo Egipto el vino fue conocido entre el cuarto y quinto milenio a.C. {Kricka y
cols. 1979). Incluso la Biblia hace numerosas referencias sobre los efectos
ocasionados por el consumo del vino, donde se hace mencidn a historias coma fa
de Noé (Biblia version 1991).

El pape! que han jugadec las bebidas alcohdlicas en el desarrollo de 1a
sociedad, especialmente el vino, ha promovido profundos cambios a través del
tiempo. Originaimente el vino fue una comodidad y privilegio de pocos, ademas de
relacionarse con actividades gque involucraban los ritos religiosos, donde el vino
rojo era simbolo de |a sangre. Desde los escritos cuneiformes en las tablas de la
antigué Persia, se mencionaba el uso del vino como un sacramento (Kricka y cals.
1979).

Actualmente el vino tiene un papel religioso, y no deja de ser una bebida
alcohdlica que esta al alcance de muchos. lLas bebidas alcohdlicas y los
problemas subsecuentes a la intoxicacion siguen siendo un problema de salud no
resuelta que se conocieron en el inicio de varias civilizaciones. Un ejemplo son
los frescos egipcios y textos jeroglificas que describen escenas del estado de
embriaguez. En Egipto existieron incluso leyendas que refieren el uso de bebidas
alcohdlicas por dioses como Hathor y Ra durante una venganza en contra del
género humano por su descbediencia. En Grecia el dios del vino era Baco, el cual

era honrado con el consumo del vino.
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Paraleiamente en el afio 400 a.C el consumo del vino se establecio en la
vida de los griegos (Kricka y cols. 1979). Personajes como Hipdcrates emplearon
el vino en la prescripcién, come un agente purgante en pacienies constipados, por
Io que su uso se amplié con fines de los unicamente religiosos y sociales a los
curativos {Lucia y cols. 1963). in la Edad Media, algunos alquimistas creyeron
que el alcohol era el elixir de la vida fargamente buscado. El alcoho! se utilizé
entonces como remedio para practicamente todas las enfermedades, segln lo
indicé el vocablo whisky {(en galés: usquebaugh, que significa “agua de vida”
{Bowman, 1984).

Es notable que en algunas civilizaciones el uso del alcohol fue un rasgo de
la vida diaria. Tai es el caso de la antigua Inglaterra Victoriana, donde el consuma
de bebidas alcohélicas auments a mediados de 1870, sin embargo el abuso de
las bebidas alcoholicas sigue siendo el mayor problema en tiempos modernos al
aumentar su prevalencia (Kricka y cols, 1979).

En lugares de América la civilizacion Tolteca, la Maya y la Azteca
descubrieron la forma de preparar bebidas alcchdlicas fermentadas. Ante los
problemas relacionados con la ingestion de alcohol, estos pueblos dictaron leyes
muy severas que iban desde al simple consejo, hasta el repudio social de los
alcohdlicos y los castigos fisicos como el encarcelamiento y aun la pena de
muerte {Milke, 1995).

Los ancianos eran los Unicos a los que se les permitia beber sin restriccion, ya
que su vida activa habia terminado y no serian una carga para la sociedad (Milke,
1995). En la cuitura Mexica, antes de la conquista, la elaboracién y consumo de
bebidas alcohdlicas se representa por el pulque, al cual se le denominé octi
inicialmente. El pulque se obtenia de un procesc de fermentacidn del liquido
obtenido del raspado del maguey, llamado aguamiel. Otras bebidas como el tesgdino
de los Tarahumaras son sin duda una muestra de que existié una cultura en la que

se acostumbraba el consumo de estas bebidas {Soustelle, 1983).



Caballero C. 1 Introduccion 3

1.2 Epidemiologia:

El aicohot es la droga de la que se abusa con mayor frecuencia en el mundo.
En Estados Unidos, su consumo se lleva acabo de manera regular por las
personas adultas, y aproximadamente de 15 a 20 millones son alcohdlicas. Las
perdidas por accidentes debidos al alcohol en Jos Estados Unidos son de 100, 000
vidas anuales y las pérdidas econdmicas de hasta $100 mil millones de ddlares
(Adams, y cols.1993). De las personas que ingresan al hospital, 20 a 40 % tienen
problemas relacionados con e! alcohol, de los cuales [os mas comunes son los
infartos al miccardic {Adams, y cols. 1983).

En México la Encuesta Nacional de Adicciones {1930), mostré que en un grupo
de 12,581 consumidores de bebidas alcohdlicas, la prevalencia de consumo en la
poblacion urbana de 12 a 17 afos es de 27.6 %, mientras que para los individuos de
18 a 65 afos es de 53.5 %, y para las mujeres, este porcentaje es inferior al 1%. Las
bebidas de mayor preferencia por parte de los bebedores son la cerveza (89 %), y los
destilados (75 %). En cuanto a la escolaridad se aprecid un aumento en la
prevalencia de dependientes a rnedida que se reduce el nimero de afios cursados.

Del total de bebedores y exbebedores, el 16 % se vio involucrado en accidentes
o violencia alguna vez por el consumo de bebidas alcohdlicas, el 14.9 % reportd
haber tenido problemas familiares y el 12.4 % ha tenido problemas de salud por este
motivo.

En relacion a la poblacion femenina embarazada, el 16.8 % consumid bebidas
alcohdlicas en su dlitimo embarazo.

£n cuanto a regiones del pais, en la regién centro (Guanajuato, Hidalgo, México,
Morelos, Puebla, Querétaro y Tlaxcala) es donde se observa la prevalencia de
dependientes al aicohol mas elevada (7.2 %).

Los problemas relacionados con el consumo de alcohol se pueden dividir en
dos grupos (Encuesta Nac. de Adicciones 1990):

1.- Los problemas personales donde el alcohol causa efectos fisicos adversos
en los bebedores, y 2.- Los problemas sociales de! bebedor son:. con ia politica de
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trabajo, con la familia, su saiud, de violencia y una alta proporcion de accidentes
automovilisticos (Gessner, 1993).

En 1993, grupos de recuperacidn de Alcohdlicos Andnimos proporcionaron
informacion al sistema de vigilancia epidemiolégica (SISVEA, 1993), sobre la
prevalencia en el consumo de alcohol. La edad promedio de los sujetos que asisten a
estos lugares es de 35 afios (52.8%), hombres en su mayoria (91.8%); 45.8% de las
personas reportd no tener escolaridad, el estado civil mas comun fue e! casado
(39.8%). L.a edad de inicio para el consumo de alcohol en la mitad de ellos fue antes
de los 14 afos (51.4%). Las bebidas que consumen mas frecuentes fueron los
destilados (26.3%). La frecuencia de consumo mas comun fue ia diaria (68.8%), y en
cantidad, destaca el consumo de mas de cinco copas por ocasion (76.4%).

Unas de las instituciones gue revelaron datos interesantes son las unidades
hospitalarias, las cuales dieron a conocer que en 1993 de 3121 casos atendidos en
urgencias medicas, del total de pacientes captados, las personas que reportaron
consumir alcohol al momento del accidente representaron el 26.3% del total de los
casos (SISVEA 1993). El tipo de tebida consumida preferentemente fue ia cerveza
{30.7%), La frecuencia de ingestién para cualquier tipo de bebida es de 35.7% una
vez por semana. En cuanto a la centidad, sobresale el consumo de una o dos copas
por ocasion (45.8%) y el 39.2% refirieron embriagarse semanalmente. Del total de
sujetos regisirados, el 8.1% (n=253) refirié el consumo de ofro tipo de drogas. El
37.1% afirmé consumir medicamentos como los analgésicos para caimar el dolor. A
los servicios médicos acudieron el 3.3% (n=103) por intoxicacion con ofras drogas y
alcohol (SISVEA, 1992; SISVEA, 1993).

1.2.1 Sobre el consumo habitual de sustancias adictivas:

El 59.3% de los Individuos que asistieron al hospital por algin padecimiento
médico, refirid el consumo habitual de alguna sustancia adictiva; destacando el
consumo de tabaco (26.7%), alcohol (24.2%) y analgésicos (2.8%). Las personas que
reportaron un consumo habitual de alcohol, acudieron por padecimientos como
cirrosis (11.7%), afecciones osteomusculares (7.1%) y bronquitis (3.9%). Las
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personas consumidoras de analgésicos, solicitaron atencién  médica por
padecimientos como cirrosis (11.4%) cancer de traquea, bronguiocs o pulmones
(5.7%), (SISVEA ,1993).

1.2.2 Clasificacién epidemiolégica del alcoholismo en México:

En la Encuesta Nacional d2 Adicciones (ENA 1990), se establecieron siete
patrones que correlacionan el consumo de alcoho! en México:

1.- Abstemios: Personas que no consumen bebidas alcohdlicas o que la hacen
€on una frecuencia menor a una vz por afo.

2.- Bebedor poco frecuente: Personas que reportan consumir una vez al afo o
con mayor frecuencia pero menos de una vez al mes.

3.- Bebedores moderados de bajo nivel: Consumo una vez al mes o con
mayor frecuencia, pero menos de una vez por semana y nunca consumen mas de
cinco copas por ocasién de consumo.

4.- Bebedores moderados de alto nivel: Consumen una vez al mes o con
mayor frecuencia, pero menos de una vez por semana y consumen 5 copas 0 mas
por ocasion de consuma, por lo menos una vez al afo.

5.- Bebedores frecuentes de bajo nivel: Consumen una vez por semana o con
mayor frecuencia y que nunca consumen 5 copas 0 mas por ocasion de consumo,

6.- Bebedores frecuentes de alto nivel: Consumen una vez por semana o con
mayor frecuencia y que consumen 5 copas 0 mas por ocasion de consumo, por lo
menos una vez al ano.

7.- Bébedores frecuentes consuetudinarios: Consumen una vez por semana
0 con mayor frecuencia y que consumen 5 copas 0 mds por ocasion de consumo, por
lo menos una vez por semana.

1.3 Metabolismo del alcohal y del acetaldehido :

El término alcohol es usado invariablemente como etanol, alcohal etilico, alcohol
absoluto, alcohol deshidratado, hidrato etilico, alcohol anhidro e hidroxido etilico. Su
férmula quimica es: CHCH,OH (Merck Index 1989), y se produce a partir de otros
alcoholes o bien puede originarlos, €. metanol CHyOH; y butanoi CHyCHCHCHOH
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entre otros. El alcohol es una sustancia de bajo peso molecular (46.06 g mol™"), es un
alcohol primario, liguido a temperatura ambiente, voldtil y con baja reactividad
guimica, Es una sustancia polar altamente soluble en agua, cloroformo y acetona. Es
insoluble en sustancias hidrofébicas como las grasas. A diferencia de otras drogas el
alcohol es una fuente sustancial de energia, y puede aportar 7.1 Kcal (29.7K} por
gramo (Lieber, 1995), valor que excede la energia contenida en carbohidratos y
proteinas. Las propiedades fisicas y quimicas del etanol son importantes y se
aprecian en su distribscién corporal después del consumo. La mayor parte del etanol
ingerido (95%) queda en el cuerpo como un constituyente estable hasta que es
convertido finalmente por varios procesos enzimaticos a bidxido de carbono y agua.
El etanol puede detectarse en el aliento como consecuencia de su alta volatilidad y su
excrecidn por esta via puede ser del 1 al 15 % del total eliminado. Por lo que el etanol
consumido en su mayoria puede contenerse en los compartimentos acuosos
incluyendo la orina, en donde del 1 al 5% puede llegar a excretarse. Ei etanol se ha
descrito como una sustancia liposoluble, lo cual es falso ya que tiene (a capacidad de
atravesar libremente la bicapa lipidica de la membrana por ser de tamario pequerio y
pasar por difusién pasiva (Krika y cols, 1979, Kathryn y cols, 1989)

1.3.1 Absorcién y distribucién del etanol:

Ei etanol es absorbido por la mucosa de! tube digestivo, incluyendo la mucosa
bucal y el recto (Bode, 1980; Kricka 1979). Este difunde uniformemente en los
liquidos corporales y es detectado en sangre a los 5 minutos después de ingeririo, la
concentracion maxima en sangre cuando se consumen hasta dos gramos de etanol
se obtiene a los 30-80 minutos (Bode, 1980). La absorcion del etanol es mas rapida
en el duodeno y en e} yeyuno gue en el estébmago y es menor aun en las ofras partes
del intestino (Bode, 1980). La concentracion de etanoi en el fleon humano se
relaciona directamente con el nivel sérico (Halsted y cols. 1973). Debido a que el
etanol atraviesa libremente las membranas biologicas por un proceso de difusion
simple; es practicamente imposible bloquear en su lotalidad la absorcién in vivo.,
(Kalant, 1971).
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Una via de absorcion del etanol es por inhalacion de vapores a través del
epitelio pulmonar (Gibson, 1975, Nomiyama, 1974). El etanol puede absorberse por
via parenteral como intraperitoneal, intratecal o por inyeccién subaracnoidea. La
absorcion del etanol en piel intacta no ocurre, debido a que la lamina de queratina
es impermeable. En forma similar a vejiga es impermeable, por lo que previene la
reabsorcion del contenido de etanol en orina contenida en la vejiga (Kalant, 1971).
Menos del 10 % del etanol ingerido es eliminado a través del rifién, pulmoén y piel
{Moser y cols. 1968; Bosrom y cols. 1981). Por lo que la mayor parte del metabolismo
del etanol ocurre principalmente en el higado donde es oxidado. Figura 1.

LEtanoI exégeno \ Etanol enddgeno Metabolismo extrahepatico

Mucosa bucal
Poco impon%
Y

Estémago — > HIGADO (85%) <——-———> Distribucion en los
tejidos corporales

(Metabolismoen la .z 1-10%
Mucosa)
Vena porta

Intestino delgado Excrecion en sudor

Metabolismo en la
luz intestinal

/
Intestino grueso

v
Excrecionenorina  Excrecion en aire espirado

No absorbido
Figura 1. Absorcion, metabolismo y excrecion del etanol.

Los factores que modifican la absorcion del etanal se enlistan en el cuadro 1.
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Cuadro 1.
Factores que modifican |a absorcidn del etanol (Kalant, 1971)

Concentracion del etanol
Flujo sanguineo en el sitio de absorcion
Propiedades irritantes del etanol
Velocidad de ingesta
Tipo de bebida

Alimento
Vaciamiento gastrico
Deficiencias proteicas
Temperatura corporal

Ejercicio fisico
Ciclo menstrual.

Cuando et etanol se ingiere en una sola dosis, ! pico de [a concentracion ilega
a ser mas alto, que cuando ss toma fraccionado en pequefias dosis. Esto puede
deberse a que el gradiente de concentracidn es mas alto en el primer caso que en el
segundo y difunde mas facilmente (Cooke y cols. 1969).

Una limitante de este mecanismo es que el etanol presenta propiedades
irritantes (una concentracién de 6.5 M puede causar erosiones superficiales,
hemorragias y pardlisis del musculo liso det estémago). Las mismas propiedades
irritantes del etanol pueden limitar la absorcién del etanol por inhalacion (la méxima
concentracion tolerada en el aire inspirado es de 4.3 mmolasflitro de aire
aproximadamente) (Kalant, 1971).

La absorcion del etanol es retardada por la presencia de otros agentes quimicos
(congéneres). El etanol en espiritus destiladas es absorbido mucho mas rapidamente
que el etanol presente en vinos y cervezas.

La presencia de alimento sélido en el estomago retarda el vaciamiento gastrico
y esto reduce |a absorcién eficiente del etanol (Lin y cols. 1976).

Los intervalos largos de tiempa entre comida y bebida evitan el retardo de ia
absorcion. La ingesta de alimentos acompafada o precedida por una dosis de etanol
produce una disminucion del pico de etanol (Halsted y cols. 1973 Lin y cols, 1976;
Husam y cols. 1983).
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El tipo de alimento tiene un efecto dramatico sobre los niveles séricos de etanol:
ya que alimentos ricos en proteinas, grasas y carbohidratos afectan la absorcién del
etanol. Los alimentos con alto contenido de carbohidratos inhiben la absorcion de
etancl y es mas rapida cuando es deficiente en proteinas. Ej rapido vaciamiento
gastrico, promueve la absorcidn del etanol. En pacientes con gastrectomia, la
absorcion del etanol es muy répida debido a que el etanol se absorbe eficientemente
en duodeno y yeyuno. La disminucion de la temperatura corporal, el ejercicio fisico,
mental y la accién de anticolinérgicos y drogas simpatomiméticas promueven una
menor absorcion del etanol, en el caso del ejercicio fisico se producen cambios en (a
ci-rcuiacién esplacnica del tubo digestivo (Krebs y Perkins, 1970; Krebs y cols. 1969).

En las mujeres se registran variaciones en la absorcion del etanol, determinadas
por los niveles hormonales (ciclo menstrual). En los hombres después de la
casiracion hay un aumento en la oxidacion del etanol per el efecto modulador de los
androgenos sobre la expresidn de la ADH, y no se conoce con certeza el papel de Ia
absorcidn (Jones y Jones, 1975).

La velocidad de distribucion en ios tejidos del cuerpo es variable y depende de
una serie de factores como el flujo sanguineo, permeabilidad y la masa corporal. El
etanol entra por un proceso de difusidn pasiva y alcanza concentraciones maximas en
ta sangre y en tejidos que tienen un alto flujo sanguineo. Organos como el cerebro,
intestinos, rifion e higado flegan a un rapido equilibrio, mientras que el masculo
esquelético lo alcanza mas lentamente por tener menor aporte de sangre (Kalant y
cols. 1971). La masa de tejido es un factor importante, pero el equilibrio y
concentracion de etanol en {os diferentes tejidos depende solamente del contenido
relativo de agua. Asi, los hombres al poseer mayor volumen de agua corporal,
presentan menor concentracion de alcohol en sangre en comparacion con las
mujeres después de ingerir una dosis similar (Kalant y cols. 1971). Al principio,
conforme se absorbe el etanol, la concentracion arterial es mayor que la venosa; pero
a medida que se alcanza la fase de oxidacién del etanol, la difusién se hace en

sentido opuestoc de manera que las concentraciones venosas son ligeramente
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mayores que las arteriales (Zentella y cols. 1993).
En el cuadro 2 se refieren las cantidades de etanol alcanzadas en los tejidos
o fluidos segun el contenido de agua presente.

Cuadro 2.

CON@ENTRACI@N DE ETANOL EN VARIOS FLUIDOS Y TEJIDOS CORPCORALE!
SEGUN EL CONTENIDO DE AGUA {Kalant, 1971).

Tejido o fluido [ 1relativa de etanol Contenido absoluto
en sahgre de agua
Sangre ’ 1 80.5
Suero a.8t-1.17 -
Plasma - 0.91-1.18 -
Orina 1.33 .
Saliva 121 -
Bilis 1.40 93
Fluido cerebroespinal 1.27 58
Cerebio 074 76
Rifdn 0.2 77
Higado 064 70
Misculo 004 74
Miocardio .43 7
Bazo 0,38 I
0.97 86

1.3.2 Etanol endégeno:

Introduccion

10

El etanol presente en ios fluidos corporales puede provenir del etanol
sintetizado enddgenamente (Lester, 1961). El etancl enddgeno es producto de |a
fermentacion bacteriana presente en el intestino y de la accion de la alcohol

deshjdrogenasa que actda sobre el acetaldehido derivado del piruvato, Figura. 2

Piruvato

Piruvato cinasa Alcohol deshidrogenasa

Figura 2 - Sintesis del etanol endageno.

> Acetaldehido d=—====_Ftanol endégeno

En ratas normales se demostd ja presencia de etanol en el tracto

gastrointestinal y sangre portal sin que se les hubiera administrado exdgenamente

{Krebs y Perkins, 1970). Al administrarle antibidticos, tos niveles disminuyeron, pero

no en su totalidad. Es probable que algo del etanol endégeno sea producido peor un

proceso diferente al de la fermentacidn bacteriana en intestine.

Posiblemente uno de los papeles fisiologicos de la alcohol deshidrogenasa, sea
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eliminar &l etano! enddgeno acarreado desde el intestino a la sangre portat.

Los niveles de etanol endogeno son muy bajos, y estan en rangos de 1.5 mg/l
(32 uM) de sangre (Walker y Curry, 1966, Lin y cols. 1976).

En pacientes con gastroyeyunostomia se ha reportado intoxicacion efilica, la
cual fue causada por un crecimiento excesivo de Candida albicans en el contenido
intestinal en segmentos dilatados del yeyuno (Yamashita y cols. 1974).

1.3.3 Metabolismo hepético del etanol:

Del 2 al 10% del etanol absorbido es eliminado & traves del rifién y pulmones
principalmente. El resto del etanol es oxidado en el cuerpo, principaimente en el
higado, que contiene la mayor parte de las enzimas que lo oxidan.

Para ser metabotizadb, 2l etanol es capaz de desplazar al 90% de otros
sustralds normalmente utilizados por el higado, lo que convierte al hepatocito en
la principal célula que metaboliza af etanoi (Lieber, 1991).

En el higado se han detectado tres sistemas enzimaticos que oxidan el
etanol. El de ia alcohol deshidrogenasa (ADH) que es un complejo enzimatico
localizade en el citosol de la célula, y que cataliza la oxidacion del etanol en
acetaldehido. En esta reaccién se requiere de la presencia de un nicotin adenin
dinucleotido (NAD), e} cual sera reducido a NADH. Otra de fas vias metabdlicas
es el denominado sistema microsomal oxidante del etano! (MEQOS), el cual se
localiza en los microsomas y_requiere de la presencia del citocromo P-450 y
oxigeno en presencia de NADPH gque se acoplan. En esta reaccidn, el oxigenc
forma’ peroxido de hidrégeno. El tercer sistema es catalizado por una enzima
llamada catalasa y que se encuentra en los peroxisomas de las células hepaticas.
Aqui se acopia la oxidacién de una molécula de etanol para producir una de
acetaldehido con la subsecuente descomposicion de una melécula de peroxido de

hidrégeno (Figura 3}.
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HEPATOCITO
Microtubula
[ Mn
PROTEINAS 4«7 o 0o oo L K »\h*NADH
ACETALDEHIL] ."f' AMINOACIDOS
(Gssg) A ACETALDEHIDO . .[ . =777 SN Ac::::o
°’< \1:0u

NAD
Casana R
Te e

Ho HADH

MATABOUTOS

H—» ACIDOS

AC -
CARCINDGENICOS GRASOS [cETOSTS
'SP ESTEROIDES j Koo
ETaNor” AOFQRFATO
/ XANTINA A \l HIGADG GRASC
A OxXDASA GLUTAMATO - . |

j :"’«-

EANTING A PROLINA

ARGLITERIGDS)
DESHYDROGENASA
pum As mmoanoum‘,
G
ACETATD ~~—— ACETALDEHIDO HEEALIPEMIA
pnoco GENA

HIFOGLICEMA[ €- - - - + « . - me.qm ucur

HIPERURICERA it 4 HIPEHLACTACiDEMIA PROPEPTIDDS HIDACXIPROLINA

Figura 3. Oxidacién del etanol en e| hepatocito. Algunas alteraciones y efectos en e
metabolismo intermediario debidos a (1) la alcohol deshidrogenasa media la generacion de
NADH, (2) la induccién de enzimas microsomales, especialmente P4502E1, y (3) o
acetaldehido producido por la oxdacién del etanol. Nicotinadenindinucledtido (NAD),
nicotinadenindinuciedtido forma reducida (NADH), glutation reducido (GSH), glutatién oxidado
{GSSG). Las lineas punteadas denotan las vias que son bloqueadas parcialmente por el
etanol, y las flechas indican las vias estimuladas o activadas por el etanol. El simbolo |
indica interferencia o unién (Lieber, 1991).

v

La ADH pertenece a una familia de alcohot deshidrogenasas que presentan una
gran variedad de isoenzimas. Las ADH y sus isoenzimas son codificadas por mas de
siete genes diferentes (Danielsson y cols. 1954).

La ADH es de estructura dimérica con subunidades de aproximadamente 40
kDa y en cada subunidad hay 2 atomos de zinc unidos por cisteina que ayudan a
estabilizar la estructura. Uno de los dtomos de zinc forman parte del sitio activo.
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La ADH existe en casi todos los tejidos del cuerpe pero con diferente actividad
{Boleda y cols. 1989).

En este proceso se necesita de coenzimas aceptoras de electrones como
el NAD+, la cual debe entrar a! sitio de unidén de la coenzima antes de que el
etanol o acetaldehido entre al dominio catalitico. La cinética de esta enzima es de
tipo Michaelis-Menten (Burnell y Bosrom, 1989). La disociacion del NADH es la
limitante para que estas enzimas alcancen su maximo nivel (Fan y.Plapp, 1995).
Figura 4.

NAD® "NADH NAD" NADH
Etanol Me Acetaldehido Mcetato

Alcohol deshidrogenasa Aldehido deshidrogenasa

Figura 4.- Reaccionas en las que intervienen la alcohol deshidrogenasa vy |a aldehido
deshidrogenasa.

Practicamente casi todos los tejidos del organismo presentan mayor o
menor actividad de la enzima alcohol deshidrogenasa, Cuadro 3.
Cuadro 3.

Actividad de la alcohol deshidrogenasa en diferenies organos de rata
{pH 7.5, con 33 mM de etanol y 4 mM de NAD") promedio + error estandar {Boleda, 1989).

Crgano Actividad milig tefido
Colon 135413
Epididima 105+ 41
Estérrago na+17
Esbfago 161 +32
Gldnduia supramenal 40+05
Higado 260 ¢ 50
Intesting deigado 193+ 45
Lengua 54+05
Mucosa bucal 8+ 08
Mucoss nasal 53226
Mucosa tiel oldo 89413
Ovarios 70+50
Gijos 587407
Piel 28+03
Pene 751800
Pulmbn 81314
Rifién BO+7.0
Recto 373470
Traquea 53407
Mero 74272
Vagira 253148

Veliga 10022
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1.3.4 Sistema microsomal oxidante del etanol: i
Es una via que se encuentra en los microsomas de diferentes tejidos y que

requiere de la presencia del citocromo P-450. En esta reaccidn (figura 5), se
reguiere de la oxidacion del NADPH y la reduccion de una molécula de oxigena
que forma peroxido de hidrégeno (Hz2Qz). Existen diferentes tipos de citocromos,
pero el mas eficiente para oxidar el etanot es el P450 2E1 (CYP 2E1), segun la
nomenclatura de {Nebert y cols. 1991; Nelson y cols. 1993). El CYP 2E1 puede
oxidar también el butanol o pentano, y otros xenobidticos como: acetaminofen,
acetona y tetracloruro de carbono. Este citocromo posee actividad importante solo
cuando la concenfracion de etanol es alta en individuos no alcohdlicos
(intoxicacion aguda), ya que su afinidad por el etanol es baja con una Km de 8-10
mM (Lieber, 1654).

El MEOS es altamente inducible (5 a 10 veces) por sustancias como
etanol, pirazol y acetona entre otros (Lieber, 1994; Riveros y cols. 1997).

MEQS
_'—“_‘_’- 4+ +
CHaCH:0H + NADPH +O; 4——————CHsCHO + NADP" + H;0. + H

Figura 5. Reaccion catalizada por el MEOS.

1.3.5 Catalasa:

Esta enzima esta presente principalmente en los peroxisomas y mitocondrias
(Lieber, 1992). La catalasa es una proteina oligomérica de cuatro subunidades (60
KDa cada una), de arreglo tetraédrico. Cada subunidad funciona de forma
independiente y presenta como grupo prostético una protoporfirina ferrica IX y una
molécula de NADP+ (Fita y cols. 1986). La catalasa es una proteina altamente
conservada en eucariontes que se localiza en los peraoxisomas (Lieber, 1972).
Acttia descomponiendo perdxidos de hidrégeno en el proceso de oxidacién del
etanol, sin embargo puede llegar a oxidar etanol en presencia de un peroxido
organico (Figura 6). La principal limitante en la actividad de esta enzima fue la
presencia de peroxidos, por lo que su participacion en la oxidacion etilica es
reducida (Kathrym y cofs. 1989; Lieber, 1994).
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-
a) 2 HQ, —2>2H.0+0;
Catalasa

b) HOOH + CHiCH.OH > CHsCHO + 2H.0
Peraxido Catalasa

ROOH + CHsCH,OH ——=CH;CHO + ROH + H:0

Peréxido organico Catalasa

Figura 6. a) Descomposicién de peréxidos por la catalasa, b} oxidacién del etanol
en presencia de peroxidos de hidrogeno y peréxidas organicos.

1.3.6 Oxidacion no enzimatica del etanol:

La oxidacién no enzimatica se ha logrado observar in vitro ¥ posiblemente se
realice en sistemas in vivo. La oxidacién no enzimética depende de la presencia de
quelatos de fierro y de la formacion de radicales hidroxilo {OH)}.

Los microsomas en presencia de Fe - EDTA, sin participacion de los citocromos
P450 pueden favorecer fa oxidacidn de etanol. Aqui, fa presencia de perdxidos de
hidrégeno es muy importante, ya que daran origen a los radicales hidroxilos ({QH).
Estos hidroxilos reaccionan con el etanol espontaneamente para formar agua y un
radical alcohoxilo, el cual reacciona rapidamente con oxigeno, para formar
acetaldehide mas un ion  superoxido protonado (HO;"). El etanol es un excelente
atrapador de radicales hidroxile, por lo que una limitante de la reaccion es la
presencia de radicales libres hidroxilo. La presencia de radicales ‘OH depende de: a)
Presencia de quelatos de fierro, b) Un sistema reductor, y c) Disponit;i!idad de
peroxido de hidrégeno (Kathryn, 1989),

Por lo tanto las reacciones que producen perdxidos de hidrégeno o ion
superéxido promueven la oxidacion no enzimatica del etanol {Ingelman y cols, 1984).

La oxidacion no enzimatica pudiera ser poco significativa, debido a que los
complejos organicos de fierro son poco eficientes para oxidar al etanol, sin embargo
la generacion de radicales libres a partir la oxidacién etiiica explica el dafo a tos
tejidos por ! etanal (Figura 7).
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EDTA
Fe?
'OH «
EDTA
Fe »
OH
CHaCH:OH = CH:»,E CHyCH
H0 0:

Figura 7. Oxidacién no enzimética del etanol.

1.3.7 Via no oxidativa det etanot:

Desde 1963 se describio la capacidad del etanol para formar etilésteres por
Goodman y Deykin (Zakim, 1990; Lieber, 1892).

El etanol puede formar etil ésteres in vivo y la correspondiente enzima ha sido
purificada. También se reportd que en individuos intoxicados de forma aguda con
etanol se presentan altas concentraciones de efilésteres de &cidos grasos en
pancreas, higado, corazén y tejido adiposos {Laposata y Lange, 1986). El
metabolismo no oxidativo ocurre en los drganos humanos mas comunmente dafiados
por el abuso dei aicohol y.de los cuales algunos carecen del metabolismo oxidativo
del etanol, lo cual ha llevado a postular que los etilésteres de acidos grasos pueden
tener un papel importante en el dafio producido por el etanol (Lieber 1994).

Laposata y Lange (1988) describieron la sintetasa de ésteres etilicos de acidos
grasos (Laposata y Lange, 1986). La sintetasa de ésteres etilicos de acidos
grasos {SEEAG), es una enzima dimérica de 50 KDa, que no requiere de CoA ni de
ATP para que se lleve acabo la reaccidn. Su participacion en el metabolismo etilico
es poco significativo, sin embargo la presencia de ésteres etilicos de acidos grasos

en los tejidos antes mencionados muestran que ia ingesta cronica del etanol causa
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daiios en Organos que no lo oxidan eficientemente (Lieber, 1992; Lieber, 1994;
Laposata, 1986), Figura 8.
SEEAG

CHsCH:0H + RCOOH g=-——2H:.0 + RCOOCH:.CHs

Figura 8. Formacién de ésteres elilicos de acidos grasos.
R: cadena hidrocarbonada de un acido graso.

1.3.8 Metabolismo del acetaldehido:

El acetaldehido es también llamado etanal, aldehido acélico y etilaldehido. Su
formula quimica condensada es C:H,, v su peso molecular es 44.05. Es el producto
de la oxidacién etilica, miscible en agua y alcohol. La DLsoen ratas es de 1930 mg/kg.
En humanos el acetaldehido ejerce efectos narcoticos, vy a grandes dosis puede
causer la muerte por pardlisis respiratoria {Merck 1889). El acetaldehido es muy
importante debido a que es 10 & 30 veces mas tdxico que el etana! (Akabane, 1970,
Truitt, 1971), su toxicidad se relaciona con su capacidad de unirse covalentemente
{forma aductos} con los fosfolipidos , acidos nucigicos y proteinas, por lo que puede
inactivaar diversas moleculas biologicas, ademas de causar lipoperoxidacion por 2
mecanismos: 1) estimulande 1a produccion de radicales libres y 2) uniendose a la
cisteina y al ghutation, contribuyendo en ambos casos a la deplecién del glutation
(Vina y cols. 1980). Algunos datos experimentales muestran que los niveles
alcanzados de acetaldehido en hepatocitos aislados de ratas normales que fueron
incubados con 50 mM de etanol fue de 130 uM, niveles que evitan la polimerizacion
de la tubulina (Werner, 1989; Sorrell y Tuma, 1985; Lucas, 1988). E! acefaidehido
produto de la oxidacion etilica es metabolizado por fa aldehido deshidrogenasa, la
aldehido oxidasa y el sistema microsomal oxidante del acetaldehido (MAOS),
principalmente, figura 12. En condiciones normales, el acetaldehido es rapidamente
oxidado a acetato principalmente en el higado (Salaspuro y cols. 1985), sin ser |a
ruta de eliminacién del acetaldehide una limitante en el metabolismo del etanol in vivo
(Werner, 1989).
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1.- Aldehido deshidrogenasa (ALDH). grupo de enzimas que catalizan la
conversion de aldehido a acetato hasta en un 90%, vy que se acopla a la reduccion de
un NAD’, figura 8 (Farres y cols. 1995). La reaccién catalizada por la ALDH es
ireversible, Existen varias isoenzimas que difieren segun su estructura, mobilidad
electroforética, propiedades cinéticas y distribucion subcelular o el tefido en que se
encuentren. A nivel subcelular Ilas diferentes iscenzimas se localizan
predominantemente en e! citosol y la fraccion mitocondrial, ademas de mostrar cierta
heterogeneidad en cuanto a su distribucion en drganos y tejidos. En tgjidos humanos
las isoenzimas | y Il se encuentran presentes en higado, rifién y fibroblastos. La Il se
encuentra en estdmago, puimones, testiculo, bazo y rifién. La tipo IV se localiza en
higado, rifién, corazén, intestino y piel. Estas isoenzimas se dividen en las que tienen
alta o baja afinidad segun el sustrato sobre el que actien, ya que son responsables
de fa oxidacién de otros aldehidos como: monoaminas, diaminas y Eoliaminas
biogénicas (Ambroziak y cols. 1991; Arnon y cols. 1995). Se-asumequetas de baja
Km son las ALDH |, y que se localizan en la mitocondria, y las ALDH de alta Km son
las de tipo H, Il y IV, localizadas principalmente en citosol (Koivula, 1975; Pietruszko,
1977). Sin embargo, Takada en 1984 detectd la ALDH 1 y |l en el citosot solamente.
En cuanto a la Km de estas isvenzimas la ALDH | y |l es de tipo micromolar con
respecto al acetaldehido y al propionaldehido, cuadro 5. Mientras que las isoenzimas
Iy IV presentan una km en el rango milimolar, por lo que la constante de Michaelis
para la coenzima NAD' son milimolares para ALDH | y |, ¥ micromolar para las
isoenzimas 1Y IV (Werer, 1989). Aigunas ALDH tipo Il; presentan caracteristicas
muy parecidas como lo muestra el cuadro 4.
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Cuadro 4
Propiedades cinéticas y bioquimicas de {a ALDH II presentes en eritrocitos e higado de humano.
PROPIEDADES ERITROCITOS HIGADO
Actividad especifica de {a enzima purificada (mUfmg proteina 0.443 0420
Krn (acetaldenido 98 pM 93 M
Reaccion cruzada con anticuerpos monoespecificos ‘ + *
Peso molecular de las subunidades 51000 §3 600
Disulfiram inhibicion Inhibicién
pH optimo 8.5 B85
Km de isoenzimas secundarias 93-105 pM 9199 uMm

En la reaccion catalizada por la ALDH es importante la unién previa del
NAD+, para que el acetaldehido penetre al sitio activo de la enzima (Farres,
1995), figura 9.

CHsCHO + NAD" +H:0 — QH3000' + NADH + 2H’
Figura 9. Reaacion que cataliza [a aldehido deshidragenasa.
2.- Aldehido oxidasa: cataliza la conversién de acetaldehido a acetato con un k.,
para el acetaldehido de 1 mM aproximadamente en presencia de oxigeno
(Rajagopalan y cols. 1964).

La aldehido oxidasa se localiza en el citosol de fa célula, tiene un peso
molecutar de 300 KDa y posee ocho atomos de fierro, 2 de molibdeno, 2 moléculas
de FAD y una a dos moléculas de coenzima Q10 (Rajagopalan y Handler, 1964). La
participacion de esta enzima es menor a la de Ja aldehido deshidrogenasa, pero su
importancia estriba en que parte de los efectos toxicos se han asociade a la
generacion de radicales libres derivados de perdxido de hidrégeno producido durante
la reaccion (Shaw y cols. 1990; Mira y cols. 1995), figura 10.

CHiCHO + Q2+ H:0 ¢ CH:COO +H.0;+H*

Figura 10.- Reaccion catalizada por la aldehido oxidasa.
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3.- MAOS: Este sistema fue descrito en 1996. Se localiza en los microsomas
hepéticos, es andlogo del MEQS. Este requiere de la participacion del citocromo P-
450, y en particular del CYP2E1, que es el mas activo. En este sistema donde es
oxidado el acetaldehido a acetato, se encuentra acoplada una molécula de NADPH a
ia reduccion de una molécula de oxigeno que forma peréxidos de hidrogeno. La
actividad del MAOS es inducible hasta dos veces en animales tratados crénicamente
con etanol (Riveros y cols. 1997) figura 11.

CHiCHO + NADPH + Oz + H:0 4——% CH.COO" + NADP® + H;0, + 2H"

Figura 11. Via oxidativa del acetaldehido catalizada por el MAOS.

Las vias por las que el acetaldehido es metabolizado se muestran en la figura 12.

A

c Aidehido deshidrogenasa

E Aldehido oxidasa

T . =5 Acetato
A MAODS

L

D

E

H Lipidos

1 Proteinas

D Nucleotidos -

o - Aductos de acetaldehido

Reacciones no enzimaticas

Figura 12. Vias metabdlicas del acetaldehido

1.3.9 Factores gue afectan el metabolismo del etanol:

Algunos de los factores que alteran el metabolismo y eliminacion del stanol
se enlistan a continuacién (Kricka, 1979): Madurez del higado, dafio hepético,
drogas, alimentos, ciclo menstrual, edad y raza.

La inmadurez hepatica se ha relacionado ¢on la reduccion de la actividad
de la enzima ADH (Seppela y cols. 1971). En infantes la eliminacion del etanol es
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de solo un 50-65%, mientras que en higados de fetos humanos la actividad de la
ADH fue de solo 3-4% en comparacion a la de los adultos. Ademas. los dafios al
tejido hepatico, pueden ocasienar una reduccién en su funcionamiento, Tal es el
caso de las personas que padecen cirrosis o esteatosis hepética. (Figueroa,
1862). Existen farmacos que afectan la eliminacion del etanol por inducir la
actividad del MEOS, alteran &l flujo sanguineo en el higado ¢ incrementan la
reoxidacion del NADH (Mezey, 1974). La administracién de algunos azlcares
como la fructosa puede favorecer el metabolismo del etanol. Otras sustancias
como las vitaminas que se involucran en la reoxidacion del NADH pueden
incrementar indirectamente el metabolismo etilico (Pawan, 1968).

La vida media de la ADH es aproximadamente de 4 horas. En ayuno
prolongado ¢ restriccidn proteica existe una disminucién de la actividad de la
ADH, porque la degradacién de la ADH es mayor que su sintesis. La ingesta de
1000 calorias una hora después de una dosis de etanol produce un incremento en
el metabolismo del etanol en comparacion a los individuos que permanecen en
ayuno (kricka y cols. 1879). También se demostré que individuos a los que se
les restringié la proteina en la dieta muestran un decremento hasta del 50% sobre
el metabolismo del etano! (Creutzfeldt y Graham, 1971; Bode, 1874). En el ciclo
menstrual se observd que el metabolismo del etanol se aumenta en la segunda
parte dei ciclo (Wagner y Patel, 1972; Bode, 1974). La edad y la raza son factores
muy estudiados en canadienses y esquimales, donde se encontré que es menor
el metabolismo etilico que en los caucasicos y europeos (Lieber, 1972; Bernion,
1976). Lo cual sugirio Ja importancia del control genético {Fenna, y cols. 1971). La
intolerancia a |a ingesta del etanol se ha relacionado también con el polimorfismo
de la aldehido deshidrogenasa. Al respecto, se dice que de ias 4 diferentes
aldehido deshidrogenasa (ALDH), la ALDH | presenta polimorfismo genético, ya
que puede encontrarse en forma normal o ser deficiente en las poblaciones de
origen mongoloide. Incluso se considera como un factor genético importante que

juega un papel protector contra el alcoholismo (Harada, 1989).
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1.4 Agentes anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs);

Los antiinflamatorios no esteroideos, fueron los farmacos mas prescritos
con fines terapéuticos de 1986 - 1830, anualmente, 7.2 millones de prescripciones
refieren el uso de AINEs, lo cual representa un 4.5% del total de medicamentos
prescritos en los Estados Unidos (Gabriel y cols. 1992). Los cinco AINEs mas
prescritos son: aspirina, naproxen, ibuprofen, piroxicam, sulindac e indometacina
(Pincus y cols. 1989).

Los  antinflamatorios ne  estercideos  presentan propiedades
antiinflamatorias, anaigésicas y antipiréticas. Los AINEs pertenecen a grupos
heterogeéneos, que generalmente no se relacionan quimicamente, aunque varios
de ellos son acidos organicos. Actuan inhibiendo a la ciclooxigenasa, misma que
es reguladora de la sintesis de prostaglandinas y de ciertos autacoides {Bowman,
1984).

1.4.1 Mecanismo de accién de los AINEs

Vane y cols. (1971) demostraron que la aspirina y la indometacina inhibian
la produccion enzimética de prostaglandinas.

Todos los antiinflamatorios del tipo aspirina son antipiréticos, analgésicos y
antiinflamatarios, pero hay diferencias importantes en sus actividades: por
ejemplo, el acetaminofen es antipirético y analgésico, pero con débil actividad
antiinflamatoria, en cambio las drogas tipo aspirina inhiben la conversiéon  del
4cido araquidénico al intermediaric endoperéxido inestable, una reaceion que es
catalizada por la ciclooxigenasa. Los AINEs presentan mecanismos diferentes
para la inhibicién de la ciclooxigenasa; algunos son inhibidores competitivos, pero
otros ejercen efectos que desaparecen lentamente. Otros, como el acetaminofen,
pueden bloquear la enzima ciclooxigenasa en un sitio pobre en perdxidos, como
en el hipotalamo. Esto puede explicar su poca actividad antiinflamatoria, ya que
en los lugares de inflamacién suelen haber altas concentraciones de peroxidos,
generados por los leucocitos. La aspirina actia acetilando una serina en el sitio

activo de la ciclooxigenasa (COX). Las plaquetas tienen una gran susceptibilidad
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a este efecto, ya que poseen poca o ninguna actividad de sintesis proteica, por lo
que no pueden regenerar mas enzima. Esto significa que una sola dosis de
aspirina puede inhibir la ciclooxigenasa de las plaquetas durante toda su vida (8-
11 dias); en los humanos una dosis de 40 mg es suficiente para ejercer este
efecto inhibitorio. A diferencia de la aspirina (4cido acetil salicilico, e! acido

saliciico no tiene propiedad acstilante; sin embargo, es igual de activo que la

aspirina para reducir |a sintesis de prostaglandinas in vivo.

Para los AINEs se propone la siguiente clasificacion, seguin su estructura

quimica, figura 12 (anexo 1}).

Introduccion

R e

Derivad rboxilicos Acido endlico Compuestos no acidos
T
Acidosy  Acido acético  Acido Acido Pirazolonas oxicams
esteres propiérico fenamico
salicilicos
Acido Acido acético
Fenlacético y carbén
heteraciclico
\ \ \ ‘ .
Aspirina Diclofenac  Indometacina  [buprofen Flufenamie Oxifenbutazona  Piroxicam  Tiaramide
Diflunizal  Alclofenac  Sulidac Napraxen Mefenarmic Fenilbutazona Sudoxicam  Proguazone
Benorilate Fenclofenac Tolmentin Flutiprofen  Meclofenamic  Apazona Isoxicam  Bufexamac
Fenkufen Niflumic Feprazona CP.14,304 Flumizole
Bencxaprofen Epirazole
Fencprofen Tinoridine
Indoprofen
Ketoprofen
Pirptafern

Figura 13. Clasificacion general de los AINEs, que con frecuencia no se relacionan
son Acidos

quimicamente,
Goodman,1993).

aunque

varios

organicos

{Wiseman,

1978;
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1.5 Antecedentes y justificacion del trabajo:

La FDA indicé que el consumo simultanec de etanol y drogas como ios AINEs
pueden constituir un serio problema. En individuos que consumen bebidas
alcoholicas con regularidad y analgésicos como el acetaminofen, obtienen como
resultado la formacion de derivados toxicos del acetaminofen, via citocromo P-450,
y que resultan nocivos para el higado {Lee y cols. 1994; Robertsen, 1993; Food and
Drug Administration, 1988). Por lo que se han empleado analgésicos que sustituyan
al acetaminofen, tales como la aspirina y el naproxen, entre otros. Por lo que es
recomendable estudiar {os efectos que estos pueden ocasionar (Lee y cols. 1994).
Algunos reportes clinicos mostraron que la aparicion de Ulceras gastricas, cuando se
administra aspirina y se consume etanol son muy frecuentes (Robertson, 1993,
Makau, 1994).

El stanol es absorbido en el tubo digestivo, y metabolizado en el higado
principalmente (Lieber, 1994; Kricka, 1979, Kathryn y cols. 1989), al igual que los
AINEs, lo cual puede llegar a modificar el metabolismo de! etanol (Roine y cols.
1990).

Los AINEs, son los agentes mas prescritos terapéuticamente en los Estados
Unidos (Gabriel y col. 1992), y entre los mas consumidos estan la aspirina, naproxen
y piroxicam entra otros (Bilodeau y cols. 1895; Pincus y cols. 1989), los cuales
coinciden con ser de facil obtencion y de amplio uso en México, al igual que la
dipirona (Rodriguez y cols. 1995; Borbolla y cols. 1994),

Si bien es cierto que el consumo de alcohol es un problema significativo en
nuestro pais, 1o hace mas trascendente el hecho de que individuos menores de edad
lleven acabo dicha practica (ENA 1990). En el Distrito Federal en 1993, de 3121
casos, el SISVEA reportd que el 8.1% refirid el consumo de etanol y ofras drogas.
De éstos, 31.1% afirmé consumir medicamentos para calmar el dolor (SISVEA
1993}). Et 59.3% de un grupo de personas gue acudieron al servicio médico refirid
consumir habitualmente otras drogas como; tabaco (26.7%), alcohol (24.2%)y
analgésicos (2.8%) (SISWEA 1993). Los datos anteriores sugieren que tanto el
alcohol como los analgésicos son de facil acceso y que su consumo simuitaneo

ocurre con relativa frecuencia.
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En la parte introductoria de este trabajo se refirié que el consumo de alcohol
constituye un problema de saiud, y que en el drea médica, se muestra en la practica
poco conocimiento del enfermo alcohdlico desde su diagnéstico hasta su
tratamiento. Sin embargo un creciente nimero de trabajos dan a conocer ias
implicaciones metabdlicas del etanol, asi como los efectos metabdlicos que el uso de
farmacos como los AINEs ejercen cuando se administran como terapia de los
problemas irritantes e inflamatarios que el etano! produce en tejidos como el higado
{Abreu y col. 1987; Lee y col. 1994).

En abrit de 1979 se inicié en el hospital General de México, la consulta externa
para pacientes alcohdlicos, debido a que la hepatopatia alcohdlica en México
ocupaba el cuarto lugar de importancia, y en el Hospital General de México fue la
primer causa de internamiento y la primer causa de mortalidad hospitalaria (Alquicia
y Millan, 1984). La hepatopatia alcohdlica y ofros transtomos son el resultade de la
ingesla abundante y prolongada de etanol, lo cual propicia la aparicién secuencial de
esteatosis, hepatitis y cirrosis, esta Ultima irreversible, por ser la cicatriz de estados
inflamatorios sucesivos con necrosis y fibrosis (Criteria Committee National Council
Alcoholism, 1872). La hipdxia generada por el metabolismo del etanol es causante,
tanto de necrosis como de la degeneracidn tisular e inftamatoria (Rappaport, 1980.,
Gumaocio y Miller, 1981., Jungermann y Katz, 1982, Sugchul y cols. 1982). Al
parecer todo depende del proceso inflamatorio causado por el etanol, el predominic
del infiltrado inflamatorio agudo con grado variable de esteatosis y necrosis afirma
que la hepatitis alcohdlica es una enfermedad primordialmente  inflamatoria
(Martinea, 1987).

Ante la posibilidad de obtener mejoras terapéuticas que disminuyan el
proceso inflamatorio y necrético, se pretendié demastrar la eficacia de los AINEs, ya
que la terapéutica con regimenes alimenticios, vitaminicos, aminodcidos
parenterales, corticostercides, esteroides androgénicos, anabélicos, insulina,
glucagon, D-penicilamina, colchicina y otras no han dado resultados satisfactorios
{Diaz y Escoto, 1991}.
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Un hecho fortuito al haber dado piroxicam a un sujeto ¢on artropatia dolorosa
y observar su mejoria evidente de una hepatitis tdxica concomitante, llevé a decidir
la utilizacion de este farmaco er enfermos con hepatitis alcohdlica (Diaz y Escoto,
1991).

Después de estos hallazgos se postuld que el piroxicam, ai reducir el proceso
inflamatorio, disminuir la hipoxia tisular y la lactacidemia, podria mejorar la
circulacion en el tejido hepético. Estudios realizados en pacientes con hepatopatia
alcohdlica y tratados con piroxicam, mostraron una disminucion significativa del
tamafo del higado, ascitis, bilirnibina y transaminasa oxaloacética a los 15, 30 y 60
dias del tratamiento en comparacién al grupo control (Diaz vy cols. 1991). Lo antes
citado sugiere que el etanol es una sustancia capaz de promover procesos
inflamatorios, al aumentar los niveles prostaglandinas, que a su vez son menos
dafiinos en presencia de algunos AINES como el piroxicam.

E! caso antes citado y otros estudios muestran a los AINES como una posible
estrategia para atenuar y controlar los efectos téxicos del etanol. Experimentalmente
se ha reportado que en ratas, los AINES son capaces de disminuir el tiempo de
hipnosis inducida por el alcohol (George y Collins, 1979; George y cols. 1983;
George y cols. 1881; Vazquez y cols. 1993), disminuye la mortalidad y el nimerc de
malforrmaciones prenatales en ratones (Randall y cols. 1887}, reduce la hipotermia
{(Morato y cols. 1986) y disminuye la hiperactividad causados por el etanol (Ritz y
cols. 1981). Algunos antiinflamatorios como la aspirina modifica el metabolismo de
primer paso del etanol en ratas, debido a que afecta la funcién de la alcohol
deshidrogenasa gastrica {Roine y cols. 1990). El tenoxicam aumenta los niveles
circulantes de acetaldehido sanguineo y atenta el estado de hipnosis inducido con
etanol en ratones (Vézquez y cols. 1993).

Otros efectos, son la capacidad de la aspirina, piroxicam y naproxen para
disminuir la acumulacién de triglicéridos hepaticos {Zentella y cols. 1992, 1993),
reduccién del estado hipoglucemiante (Moratc y cofs. 1986), disminucidon de las
sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (Zentella y cols. 1992, 1993}, y una
reversion de los niveles de glutation reducido {Zentella y cols. 1994).
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Recientemente se ha propuesto que los AINES son aifrapadores de radicales
libres producidos durante la intoxicacién etilica (Sagone, 1987, Aruoma y Haitiwell,
1988; Saldanha y cols. 1990; Twomey y Dale, 1982, Augustin y cols. 1992; Maffei y
cols, 1993), vy que algunos disminuyen la velocidad de absorcién del etanol desde e
compartimento gastrico y estimulan en el higado la oxidacion de equivalentes
reductores {producto de la oxidacion etilica y principal limitante) en la mitocondria, lo
cual explica la reduccion de ios niveles de etanol sanguineo (Riveros, 1996), que a
su vez -pretende explicar los bajos niveles de etanol encontrados cuando se
administran AINES como el tencxicam, piroxicam y aspirina (Vazquez, 1993; Zentella
y col. 1994).

Puesto que el acetaldehido es un metabolito altamente toxico, el efecto de los
AINEs sobre el metabolismo de esta sustancia permitira evaluar el papel que juega
este aldehide, sobre la toxicidad inducida por el etanol y el efecto hepatoprotector de
los AINEs, Por lo que en el presente trabajo cuantificamaos los niveles de etanol y de
acetaldehidc en sangre de ratas, para conocer si existe algun efecto de los AINEs
sobre la produccion acetaldehido y sobre los niveles de etanol cuando se
administran ef etanol y los AINEs de forma simultanea. Lo anteriormente expuesto

nos llevd a plantear los siguientes objetivos:
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1.6 Objetivos:

Objetivo general:

Conocer si los antiinflamatorios no esteroideos {AINEs), como la aspirina, la
dipirona, el naproxen, y/o el piroxicam modifican los niveles de etanol y
acetaldehido, en la sangre de ratas intoxicadas con etanol de forma aguda.

Objetivos especificos:

a) Conocer cudl es el efecto de los AINEs, en dosis terapéuticas, sobre los
niveles de etanol y acetaldehido sanguineo, cuando se administran cantidades
diferentes de etanol.

b) Conocer si la disminucidn de etanol en la sangre de ratas que recibieron un
AINE, carresponde .a un incremento de acetaldehido sanguineo, como producto de

la oxidacion etilica o no existe relacion.

1.7 Hipdtesis:

Los antiinflamatorios no esteroideos {(AINEs) que causan una disminucién de
etanol sanguineo en ratas intoxicadas de forma aguda con etanol, pueden ocasionar
un incremento de acetaldehido sanguineo, por lo que promueven la oxidacion del

etanol.
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2.0 MATERIAL Y METODOS:

Animales experimentales:

Se emplearon aproximadamente 120 ratas macho cepa Wistar, de 1802220 g
de peso corporal, que fuéron alimentadas ad fibitum con una dieta comercial
{nutricubos Ralton), y tuvieron libre acceso al agua. Los animales permanecieron
bajo condiciones simitares (Bioterio de a Facultad de Medicina). El fotoperiodo fue
de 12 horas luz y 12 horas de obscuridad. Los animales se mantuvieron en ayuno

12 horas de antes de ser intoxicados con etanol y tratados con los AINEs elegidos
en este estudio, a partir de las 8:00 a.m.

Diseiic experimental:

Los AINEs empleados en aeste experimento fueron: la aspirina, 1a dipirona, el
naproxen y el piroxicam, y que se consideran los mas comunes en la prescripcion
meédica {Bilodeau J.F. y cols. 1995; Borbolla E.J.R. y cols. 1994), Anexo 1.

Se realizd ta administracién de tres dosis Gnicas de etanol, para conocer el
curso temporal que exhiben el etano! y el acetaldehido en la sangre de ratas
intoxicadas de forma aguda con este farmaco, y a las que se les administrd de
manera simultanea un AINE.

Los grupos formados y que recibieron diferentes tratamientos fueron:

1.- Etanol, 2.5g de etanocl’kg (31.5%), via orogastrica + 0.1 ml de solucién salina
fisiologica (0.9%) intraperitoneal.

2.- Etanol, 5.0g de etanol/kg (63%), via orogastrica + 0.1 ml de solucidén salina
fisioldgica (0.9%) intraperitoneal.

3.- Etanol, 7.5g de eténollkg {94.5%), via orogastrica + 0.1 ml de solucidn salina
fisioldgica (0.9%) intraperitoneal,

4.- Etanol (2.5g de etanolfkg), via orogastrica + aspirina, intraperitoneal.

5.- Etanol (2.5g de etanol/kg), via orogdstrica + dipirona, intraperitoneal.

&.- Etanol (2.5g de etanolfkg), via orogastrica + naproxen, infraperitoneal.

7.- Etanal (2.5g de etanol/kg), via orogastrica + piroxicam, intraperitoneal.

8.- Etanol (5.0g de stanol/kg), via crogastrica + aspirina, intraperitoneal.

9 .- Etana! (5.0g de etanol/kg), via orogastrica + dipirona, intraperitoneal.
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10.- Etanol (5.0g de etanol/kg), via orogéstrica + naproxen, intraperitoneal.

11.- Etanol (5.0g de etanol/kg), via orogastrica + piroxicam, intraperitoneal,

Las dosis de AINEs fueron: piroxicam (10 mg/kg), naproxen (7 mg/kg), aspirina
(56 mg/kg), dipirona (43 mg!ké). La via de administracion fue la intraperitoneal

Un grupo recibié 2 mi de solucidn salina, via orogastrica + 0.1mi de sol. salina
intraperitonealmente.

Cuantificacién del etanel y del acetaldehido;

Alas 2, 4, 8 y 12 horas posteriores a la intoxicacion, las ratas fueron

anestesiadas con éter durante 15 a 25 segundos, e inmediatamente se les tomé
100 pl de sangre del plexo retro-crbital, utilizando un capilar heparinizado. La sangre
fue depositada inmediatamente en viales heparinizados (5 U en 0.1 ml de sol.
Salina), y mantenidos a 4°C hasta que fueron analizados. Los viales fueron cerrados
con tapones de goma y sellados con casquillos de aluminio de forma inmediata.

A cada vial se le agregd 100 pl de tungstato de sadic al 10 % para favorecer la
liberacion intraeritrocitaria de etanol y acetaldehido. Ademéas de depositar 50 il (100
Hg) de isopropanol como estandar interno, y permanecieron en hielo hasta que
fueron procesadas el mismo dia. '

Posteriormente, la muestra fue sonicada durante 15 minutos y puesta a bafo
maria por 15 minutos a 70 °C (equilibrio de la fase gaseosa). Con una jeringa de
insulina se obtuvo un mililitro de fase gaseosa (espacio de cabeza caliente) y se
introdujo inmediatamente al inyector del cromatografo de gases.

La técnica empleada fue ta de cromatografia de gases (anexo 2). Se empled
un cromatégrafo de gases, marca Varian, modelo 3200, con detector de ionizacion
de flama acoplado a un graficador

La columna utilizada fue de 2 metros de largo, por 1/8 de pulgada (3 mm de
didmetro) y empacada con Porapak Q 80/100 mallas {dimetil benceno), de la marca
comercial Altech Associates, Inc. Millipore stock number 2701 L 34.
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La columna empleada en este trabajo fue acondicionada por 48 horas a 240

°C. Las muestras fueron trabajadas bajo las siguientes condiciones cromatograficas:

-Temperatura del inyector:
~Temperatura del detector:
-Temperatura de la columna:
~Tiempo de cormrida:
- Fiujo de! gas acarreador (nitrégeno);
- Flujo del oxigeno:

- Flujo del hidrégeno:

- Velocidad del papei:

180 °C

180 °C

140 °C

7 minutos
30 ml/min.
300 mifmin.
30 ml/min.
Tem/min.

Se utilizaron estandares de etanol, acetaldehido e isopropanol, de grado

cromatografico, para determinar los tiempos de retencion y obtener curvas de

calibracion. Cada muestra se inyect por duplicado.

Los tiempos de retencion fueron;

Pico inespecifico: 1.0 min
Acetaldehido: 24 min
Etanol: 3.6 min
Iscpropanal: 6.8 min
Eter; 7.5 min

Los datos obtenidos fueron analizados obteniendo: promedios, desviacion

estandar, error estandar y pruebas de T de Student, asi como s andlisis de varianza

{Snedecor, G.W. y cols, 1967).
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RESULTADOS Y DISCUSION:

El etanoi y el acetaldehido se cuantificaron por la técnica de cromatografia de
gases, dando como resultado ia aparicion del pico de acetaldehido a los 2.4 min. el

del etanol a los 3.6 min. y el del isopropanol a ios 6.8 min. cromatograma 1.
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Cromatograma 1. Aparicin del etanol, el acetaidehido y el isopropanol

en un
cromatograma. Las condicones fueron: temperatura isotérmica, inyector v detector 190°C,
columna : 140°C. El tiempo de corrida fue de 7 minutos.

Las curvas de calibracién que se emplearon como pardmetro para cuantificar al
etanol y al acetaldehido se muestran en la gréfica tay 1b.

Los resultados se muestran numéricamente en cuadros (7-12) al final de esta
seccion,
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Grafica 1a y 1b. Curvas de calibracién del etanol y del acetaldehido.
Los resultados representan el promedio + desviacion estandard, n=15.

En este trabajo se encontré que las ratas control presentaron un nivel basal de
etano! y de acetaldehido de 0.138 * 0.008 mM y 10 pM, respectivamente. La
presencia de etanol puede deberse a que éste se produce por la fermentacion
bacteriana presente en el intestino y a la accién de la alcoho! deshidrogenasa que
actia sobre el acetaldehido derivado del piruvato (Lester, 1961., Krebs y Perkins,
1970). Los niveles de etano! y acetaldehido enddgeno concuerdan con los rangos
reportados (Walker y Curry 1966; Lin y cols. 1976), Los animales experimentales
que recibieron 2.5, 5 y 7.5 g de etanol por kg de peso, presentaron los valores
maximos de etanol a las 2 horas (34.09 + 1.46 mM), 8 horas (5844 + 144 mM y a
las 12 horas (113.34 + 2.41 mM), respectivamente. Mientras que las concentraciones
maximas de acetaldehido se observaron a las 2 horas (21.66 + 0.01 uM), a las 4
horas (24.71 +2.19 yM) v a las 2 horas (48.46 + 2.06 uM) respectivamente,
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RESULTADOS Y DISCUSION:
E! etanol y el acetaldehido se cuantificaron por la técnica de cromatografia de
gases, dando como resultado la aparicion det pico de acetaldehido a los 2.4 min. el

del etanol a los 3.6 min. y ef del isopropanol a los 6.8 min, cromatograma 1.
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Cromatograma 1. Aparicién del etanol, el acetaldehido y ef isopropanol en un
cromatograma. Las condicones fueron: temperatura isotérmica, inyector y detector: 190°C,
columna : 140°C. El tiempo de comida fue de 7 minutos,

Las curvas de calibracion que se emplearon como parametro para cuantificar al
etanol y al acetaldehido se muestran en la grafica 1ay 1b.

Los resultados se muestran numericamente en cuadros (7-12) al final de esta
seccion.
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Gréafica 1a y 1b. Curvas de calibracién del etanol y del acetaldehido.
Los resultados representan ef promedio + desviacion estandard, n=15.

En este trabajo se encontrd que las ratas control presentaron un nivel basal de
etanol y de acetaldehido de 0,132 + 0.008 mM y 10 pM, respectivamerte. La
presencia de elanol puede deberse a que éste se produce por la fermentacién
bacteriana presente en el intestino y a la accion de la alcohol deshidrogenasa que
actia sobre el acetaldehido derivado del pirdvato (Lester, 1961., Krebs y Perkins,
1970). Los niveles de etancl y acetaldehido endégeno concuerdan con los rangos
reportados (Walker y Curry 1966, Lin v cols. 1976). Los animales experimentales
gue recibieron 2.5, 5 y 7.5 g de etanol por kg de peso, presentaron los valores
méximos de etanol a las 2 horas {34.09 + 1.46 mM), 8 horas (5844 + 144 MMy a
las 12 horas (113.34 + 2.41 mM}, respectivamente. Mientras que las concentracicnes
maximas de acetaldehido se observaron a las 2 horas (21.66 + 0.01 pM), a las 4
horas (24.71 + 219 UM} y a las 2 horas (48.46 + 2.06 uM) respectivamente.
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Etanol (mM) en sangre

Estos resultados indican que existen diferencias en los niveles de etanol y
acetaldehido en sangre dependientes de |a dosis administradas (grafica 2a y 2 b}, y
que concuerda con reportes previos (Bode, 1980; Cooke, 1959).

a) b)
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Gréfica 2. Efecto de las dosis de etanol sobre las concentraciones sangufneas de etanol
y acetatdehido. La concentracién de etanol a) y acetaldehido b) en sangre de ratas que

recibigron 2.5 (—CO—), 5 (—@— )Y 7.5(_4 .} 9 de etanal/kg, por via orogastrica
{V.0.G), mas 0.1 ml de sol. salina intraperitoneaimente (I.P). Estos valores fueron
determinados per cromatografia de gases en los tiempos indicados. Promedio + error
estandard.

El grupo que recibié 2.5 g de etanol presentd menor concentracion de
acetaldehido, lo cual parece ser congruente con los bajos niveles de etanol
encontrados {grafica 3a y 4a), que no necesariamente se deben a un aumento en la
oxidacién del etanol por efecto de la aspirina, ya que ésta puede estar afectando |a
absorcidn del etanol o el tiempo de vaciamiento gastrico. Como se observa en |as
gréficas 3b y 4b a las 12 horas se observd que los niveles de acetaldehido son

similares a los del grupo control.
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Con respecto a los datos oblenidos en ratas que recibieron un AINE por via
intraperitoneal, se observo que cuando se administrd una dosis de aspirina (56
mg/kg) a las ratas que recibieron § g de etanol (gréfica 4a y 4b), la concentracion
maxima de elanol alcanzada fue a las 2 horas (2840 * 392 mM), vy
significativamente menores a las 2 horas, en contraste con las ratas que no
recibieron la aspirina (48.40 + 0.62 mM).Con relacién a los efectos que la aspirina
gjerce sobre el metabolismo del etanol se ha reportado, que administrada por via
oral, madifica el metabolismo del primer paso del etanol, al inhibir a la alcoho
deshidrogenasa gastrica hasta en un 54 % {Risto, 1990),
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Grafica 3. Efecto de |a aspirina sobre los niveles sanguineos de etanol y acetaldehido. Las concentraciones de
de etanol a) y acetaldehido b) en sangre de ratas que recibieron 2.5 g de etanol/kg via orogastrica (V.0.G)
mas 0.1 ml de sol. salina intraperitonealmente (I.P)-S-, o etanol V.Q.G, mas aspirina (56 ma/kg) 1.p. @
Promedio +_error estandard. *p<0.001, **p<0.01,"*p<0.04. n=§
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Grafica 4. Efecto de la aspirina sobre l2s concentraciones sanguineas de etanal y acetaidehido.
Niveles de etanol a), y acetaldehido b) en sangre de ratas que recibieron 5 g de etanol/kg V.0.G,
mas 0.1ml de sol. salina |. P—O— o etanol mas aspirina (56 mg/kg) .P—gg - . Promedio +
error estandard” p<0.0001,** p<0.004, ***p<0.01, n=9,

Los niveles de etanol en el grupo que recibid 5 g de etanol fueron similares a los
reportados por Zentella y cols. 1993, en donde también se observé que la
concentracion maxima de etanol en el grupo control se alcanzo a las 8 horas, en
contraste con el grupo que recibio aspirina por via oral, que fue a las 4 horas. Fue
en este trabajo en donde se propuso que algunos AINEs podian pramover la
oxidacion del etanal, lo cual explicaria asi la disminucién observada del stanol. Sin
embargo, esta disminucién pueden deberse a la modfficacion en el tiempo de
vaciamiento gastrico 0 a una disminucién en la absorcion del etanal (Kathryn y cols.
1989).
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Cuando se administro dipirona al grupo que recibid 2.5 g de etanol (ver graficas 5a
y 5b), se observd una disminucion de etanol a las 2 (23.22 + 1.53mM) y 4 (5.92 +
113 mM} horas post-intoxicacion. El acetaldehido aumentéd significativamente
(P<0.001) a las 4 (24.07 + 0.90 pM} horas, lo cual nos hace suponer que pudo
estimularse fa oxidacion del etanol o que la dipirona disminuye la actividad de la
aldehido deshidrogenasa, evitando asi que el acetaldehido se oxide. Otra posible
explicacion es que se incremente la actividad de la alcohol deshidrogenasa y se
favorezca la oxidacion del etanol, pero no asi fa actividad de la aldehido
deshidrogenasa.
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Gréfica 5. Efecto de |a dipirona sobre los niveles sanguineos de etanol y acetaldehido.
Niveles de etangl a) y acetaldehido b) en sangre de ratas que recibieron 2.5 g de etanalikg
Y.0.G., mas 0.1 mi de sol. salina i.P {0 , o etanol mas dipirona (43 mofkg) L.P-@ - .
Promedio # error estandard. *p<0.0001, **p<0.001, n=11.
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Etanol {(mh) en sangre

Cuando se administrd 5 g de elanol y dipirona (gréficas 6a y 6b), el pico
maximo de etanol se observé a las 4 horas (45.07 + 4.14 mM), mientras que &l
acetaldehido es menor a las 2 (17.17 + 1.0 uM), 4(15.94 + 0.58 M) y 8 (16.36 =
18,36 pM) horas, lo que correlaciona con los bajos niveles de substancias reactivas
al acido tiobarbitdrico reportadas por Zentella y cols. (1993), lo cual nos lleva a
pensar que el acetaldehido es uno de los principales agentes nocivos para Ia célula,
No obstante jos datos de etanol difieren a los reportados por Zentella (1993), donde

se reporté que fa dipirona incrementa los niveles de etanol (p<0.05) a las 4 y a las 8

horas.
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Grafica 6. Efecto de la dipirona sobre las concentraciones sanguineas de etanol y acetaldehido.
Niveles de etanol a) y acetaidehido b), en sangre de ratas que recibieron 5 g de etanolfkg
V.0.G, mas 0.1 ml de sol. salina |.P —()--o etanol mas dipirona (43 mg/kg) LP —gg—.
Promedio+error estandard *p<0.0001, **p<0.002, ***p<0.01, n=11.
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Las diferencias encontradas pueden deberse a que la via de administracién de fa
dipirona fue oral en el de Zentella (1993) y en este trabajo la administracion fue por
via intraperitoneal, implicando asi un posible efecto inhibitorio de {a dipirona sobre la
actividad de la alcohol deshidrogenasa gdstrica o sobre la alcohol deshidrogenasa
hepatica, que expliquen los niveles aitos de etanol en sangre. Algo importante que
hay que recordar, es que la dipirona estimula el consumo de oxigeno cuando su
concentracion esta por arriba de 4 mM, lo cual corresponde a una dosis 100 veces
mayor a las dosis empleadas en este trabajo (Riveros, 1996).

En otro trabajo se valoraron los efectos de sedacion, hipnosis y muerte que
promueve el etanol a dosis altas (4-6.5g/kg , via orogastrica), donde se vié un mayor
efecto preventivo en los ratones tratados con aspirina que con dipirona cuando se
administraron 100 a 1000 mg/kg por via sub-cutdnea (Sepulveda y cols), lo cual
puede deberse a que la aspirina y la dipirona inhiben la sintesis y liberacion de
prostaglandinas que favorece |a administracion del etanol, o bien a la disminucidn de
etanol en sangre como se encontrd en este trabajo.

Con el naproxen los valores de etanol fueron menores tanto en el grupe que
recibid 2.5 g como en el de & g de etanol (gréficas 7a y 8a). El mayor nive! del etanol
se obtuvo a las 4 horas (47.48 + 3.38 mM) en el grupe que recibid 5 g de etanol v
naproxen (gréfica Ba). Los niveles de acetaldehido son similares en los grupos que
recibieran 2.5 g de etanol y el naproxen, mientras que el grupo que recibié 5g de
etanol y naproxen presentd un nivel maximo a las 2 horas (24.07 + 2.04 mM),
seguido de una disminucién a las 4 horas (18.61 + 0.81 mM) en comparacion al

control que presentd su maximo nivel a las 4 horas (24.71 + 2.19 mM).



Etanol {mM} en sangre

Etanol (mM) en sangre

Caballero C.I. Resultados y discusién 40
L ————————— ———— — ——— — ———— ———————————— —————————— =%

a) b)

40 -

Acetaldehido (UM} en sangre

0 T T I I T ]
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Horas post-intoxicacién Horas post-intoxicacion

Grafica 7. Efecto del naproxen sabrre las concentraciones sanguineas de etanol y acetaldehido,
Niveles de etanol a) y acetaldehldo b) en sangre de ratas que recibieron 2.5 g de etanol’kg
V.0.G. méas 0.1ml de sol. salina f.P-{)—, o etano! més naproxen (7 mg/kg) |.P @ -.
Promedic + error estandard *p<0.008, **p<0.007, n=9
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Gréfica 8. Efecto del naproxen sobre las concentraciones sanguineas de etanol y acetaldehidi.
Niveles de etanol a) y acetaldehido b) en sangre de ratas que recibieron 5g de etanolkg

V.0.G, mas 0.1 mide Sol. Salina |.P., /O— n=11, 0 etanol mas naproxen (7 mg/kg) I.P.,
~@ - n=9 Promedio + error estandard. *p<0.0001, *p<0.02.
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E! grupo que recibi6 5 g de etanol mostré un aumento de acetaldehido a las 2
horas post-intoxicacién (no significative), af igual que las que recibieron 2.5 g de
etanol, mientras que los niveles maximos de etanol se alcanzaron a las 2 horas con
ambas dosis en presencia del naproxen, en comparacion al grupo control donde 1as
concentraciones maximas de etanol se observaron a las 2 y 8 horas post-
intoxicacion, lo cual muestra que el naproxen modifica e metabolismo del etano!.

En contraste con los datos anteriores, Zentella y cois. (1993) observaron que
cuando el naproxen es administrade por via oral, el nivel méximo de etanol se
obtiene a las 8 horas, y que a las 2 y 4 horas, los niveles fueron menores. Estas
diferencias pueden explicarse si se toma en cuenta que la via de administracion
influye sobre las concentraciones maximas encontradas en sangre, ya que existe la
presencia de Ia barrera gastrica cuando se administra el AINE por via oral y no asi
cuando se administra por via intraperitoneal. Con raspecto a los niveles de
acetaldehido, estos no son tan altos, lo cual apoya la idea de gue los dafios
ocasionados por el etanci son debidos a la produccion de acetaldehido (mas toxico)
y que concuerda con lo encontrado por Zentella (1992,1993), donde se vie que las
sustancias reaclivas al acido tiobarbittrico y triaciiglicéridos son menores (p<0.001),
los cuales nos podrian sugerir de alguna forma si hay dafio celular, ocasionado por
el acetaldehido.

Los grupos que recibieron piroxicam, mas 2.5y 5 g de etanol, los niveles de etanol
fueron mencres y los niveles de acetaldehido aumentaron, graficas 9y 10.
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Grafica 9. Efecto del piroxicam sobre las concentraciones sanguineas de etanol y acetaldehldo.
Niveles de etanol a) y acetaldehido b) en sangre de ratas gue recibieron 2.5 g de etanolkg vV.0.G.,
mas 0.1 de sol. salina |.P——n=9 o etanol mas piroxicam (10 mg/kg) |.P.- @ — . Promedio +
error estandard. *p<0.0001, **<0.007, ***p<0.001,****p<0.05
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Grafica 10. Efecto del piroxicam sobre las congentraciones sanguineas de etanal y acetaldehido.
Niveles de etanol a) y acetaldehido b) en sangre de ratas que recibieron 5 g de etanolfkg v.0.G,
mas 0.1 ml de sol. salina .P —(—, n=12, o etanol mas piroxicam {10 mg/kg) |.P g - n=10.
Promedio + error estandard. *p<0.0001, *"p<0.03.
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Los resultados obtenidos muestran que existe corretacion enre los niveles de

etanol y acetaldehido en algunos grupos tratados, cuadro 5.

Cuadro 5.
TRATAMIENTO CORRELACION ENTRE EL
ETANOL Y EL ACETALDEHIDO
2
Etanol (2.5g/kg) + sol. salina {0.9%) 079
Etanol (2.5g/kg) + aspirina 053
Etanol (2.5g/kg) + dipirona 0.01
Etanol (2.5g/kg) + naproxen 094
Etanol (2.5g/kg) + piroxicam 0.1
Etanol {(5.0g/kg) + sol. salina (0.9%) 0.10
Etanol (5.0g/kg) + aspirina 0.90
Etanol (5.0g/kg) + dipirona 078
Etanol (5.00/kg) + naproxen 0.05
Etanol (5.0g/kg) + piroxicam 0.57
Etanol (7 5g/kg) + sol. salina {0.9%) 0.88

De lo anterior podemos decir que existe correlacion entre los niveles de etanol y
acetaldehido, dosis dependiente del etanol, y que dichas correlaciones se observan
principaimente en jos grupos gue recibieron un AINE y 5 g de stanolkg de peso. A
excepcion de los que recibieron aspirina mas 2.5 y 5 g/kg de peso, donde si se
guarda cierta relacidn,

Usando técnicas enzimaticas para cuantificar el etanol en sangre, se observo que
el piroxicam, la aspirina y el naproxen administrados de forma simultanea
disminuyen los niveles de etanol en la sangre de ratas y que madifican el curso que
exhiben en el tiempo dichos niveles (Zentella y cols. 1992), y que se aprecid de
forma similar en este trabajo.

Entre los efectos producidos por los AINES como la aspirina, el piroxicam, el
naproxen y el nimesulide, se encuentran los de disminuir y modificar el curso
temporal de las sustancias reactivas al acido tiobarbitrico (Zentella y cols. 1993).
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Lo cual indica que los AINEs podrian ejercer un efecto protector, como algunos
autores lo han propuesto (Sagone y cols, 1987; Abrahamson y cols. 1984).

En un trabajo se informé que el piroxicam y el tenoxicam, incrementan los niveles
de acelaldehido en ratones intoxicados de forma aguda con etanol, en donde se
propone que este aumento puede deberse a que el AINE inhiba de alguna forma la
actividad de la enzima aldehido deshidrogenasa (Vazquez, y cols. 1993).

Los resultados de este trabajo muestran que los AINEs empleados modifican el
curso temporal de las concentraciones sanguineas del etanol y del acetaldehido, y
que el etanol sanguinec es menor en todos los grupos tratados, lo cual es mas
evidente en las ratas que recibieron 5g de etanol/kg de peso en comparacion al
grupo control, y a diferencia de lo reportado con aspirina por Roine y cols. 1991,
quienes reportaron que la aspirna administrada por via oral inhibe a la alcohol
deshidrogenasa géastrica, explicando asi los bajos niveles de etanol encontrados en
sangre. Lo cual explica que los niveles de etanol sean mayores cuando no se
administra este AINE. Lo anterior sugiere que el etanol es importante en el
desarrolio de fos efeclos toxicos referidos en los antecedentes y no necasariamente
&l acetaldehido, ya que como vimos, los niveles de acetaldehido en algunos casos
aumentan en las ratas que recibieron algin AINE, sin observarse los efectos de
perdida de equilibrio y amnesia que se refirieran en los antecedentes y que en forma
general y muy aparente se vieron durante el desarrollo de este trabajo.

Reine y cols. (1991), reporta que los nivéles maximos de etanol sanguineo son
alcanzados a los 50 minutos cuando la dosis de etanol administrado es de 0.3 g/kg
de pesb, y que cuando se administra la aspirina, el pico méximo de etanol lo obtiene
a los 30 minutos. El nivel maximo se alcanza antes cuando se administran un AINE,

" lo cual nos confirma lo recientemente descrito por Riveros (1996), sobre el efecio
que tiene el piroxicam estimulando la velocidad de absorcién cuando las dosis def
AINE son bajas (1.65-16.5 pg kg '), mientras que a dosis mayores, disminuye la
velocidad de absorcion. En este trabajo observamos que cuando se administra
aspirina (56 mg/kg), més 5 g de etanol el nivel méaximo de etanal es alcanzado entre
las 2 y 4 horas post-intoxicacion, mientras gue el grupo que no recibié el AINE
presentd el maximo nivel a las 8 horas post-intoxicacién.
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Los resultados obtenidos sobre la disminucion de etanol y el aumento
correspondiente de acetaldehido © bien la disminucién de éste metabolito pueden
explicarse de |a siguiente manera:

Se sabe gue la velocidad de oxidacion del etancl esta limitada por el exceso de
NADH producido, y su posterior transparte a la mitocondria (Cederbaum v caols.
1977, Hermandez y cols. 1987; Sugano y cols. 1990), y que la capacidad de
transportar el NADH a la mitocondria dependera de ias lanzaderas de equivalentes
reductores {aspartato-malato), en las que participan la malato deshidrogenasa y la
aspartato transaminasa, presentes tanto en citosol como en la mitocondria (matriz).
La velocidad de oxidacidn del etanol se vera limitada por la concentracion del NAD.
Por lo tanto, la velocidad con que se consume el NADH fuera de la mitocondria es
igual a ia velocidad con que se consume el NADH dentro de la cadena respiratoria
(igual a la actividad de la lanzadera).

En dicho proceso el consumo de oxigeno refleja la actividad de la lanzadera, figura
14,

Membrana
Citosol interna Matriz mitocondrial
ATA (\
Glutamato L _j\GMamato QOxaloacetata
Aspartato \ﬁ L ‘><
Aspartato a-Cetogidtarato

ATA

a-Cetoglutarate

Oxaloacetats Malato <&
K MDH NAD"  NADH
NADH NAD"
A GADENA RESPIRATORIA
NADH
ETANOL P Acetakiehide ™ Acetato m
2 2

Figura 14. Transporte de electrones entre el citosol y mitocondiia, Sistema del malato-aspartato.
ATA: Aspartato transaminasa; MDH: malato deshidrogenasa.
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Existen modelos in vitro similares al de las lanzaderas, a través de los cuales se
puede cuantificar et consumo de oxigeno mitocondrial con malato-glutamato como
sustratos. El piroxicam estimula, en farma dosis dependiente, el consumo de oxigeno
{Riveros, 1996) y de esta forma la oxidacion del NADH a NAD.

La concentracion plasmatica de piroxicam alcanzada cuande se dan 10 mg/kg por
via orogastrica es de 50uM, v superior cuando se administra por via intraperitoneal
(Roskos y Boudinot,1990), lo cual es suficiente para promover el consumo de
oxigeno y la reduccion de los niveles de etanol encontrados por Zentella y cols,
{1993), De esta forma, e-i piroxicam alcanzara concentraciones que pueden estimular
el consumo de equivalentes reductores en la mitocondria. Si consideramos que el
nivel maximo de piroxicam se obtiene desde las dos primeras horas y que
permanecen hasta por 46 horas en la sangre, lo cual quiere decir que el AINE
permanece durante todo el tiempo que se lleva acabo la oxidacidn del etanol. La
efectividad dei piroxicam puede radicar en que es de naturaleza hidrofébica,
insoluble en medio &cido, por lo que atraviesa facilmente las membranas bioldgicas,
y tiende a permanecer asociado a proteinas de membranas bicldgicas, lo cual no
representa un obstaculo para que alcance la membrana mitocondrial en el interior de
la célula, y estimular asi el consumo de equivalentes reductores {Riveros, 1996}, lo
cual podria a su vez estimular la oxidacion de! etanol.

Una caracteristica del piroxicam que favorece su efecto desacoplante es que
posee un grupo hidroxilo disociable con un pk de 6.13, y que le permite actuar como
acarreador de protones, lo cual explica también un mayor consumo de oxigeno en
las mitocondrias. Lo reportado por Riveros con piroxicam a concentraciones de 10 -
BO pM {1288), fue descrito parcialmente con anterioridad por Bafios y cols. en 1989,
quienes observaron un abatimiento en el control respiratorio y en el potencial de
membrana, con concentraciones mayores de AINE (Barios, 1989).

La aspirina y el piroxicam son moléculas que desacoplan parciaimente la
fosforilacién oxidativa, mientras que el naproxen lo es, pero no de una forma
significativa { Goodman, 1993, Baros y Reyes, 1989; Riveros, 1996).



Caballero C.1. Resultados y discusidn 41
e ————— —— —— ———— ————————————————————————

El consumo de oxigeno, asi como la capacidad de desacoplar la fosforilacion
oxidativa, al parecer no guardan ninguna relacion aparente con su actividad
antiinflamatoria (Van der Berg G. y Nauta , 1975).

La dipirona, aumenta los niveles de etanol a diferencia del piroxicam que los
disminuye {Zentella y cols. 1993). También se ha reportado que la dipirona a
concentraciones 4 mM estimula el consumo de oxigeno, ejerciendo un efecto similar
al del piroxicam, dicho efecto es logrado con concentraciones de dipirona que son
100 veces mayores y que no son empleadas terapedticamente (43 mg/kg, que
alcanzan 210 pM), (Riveros, 1996).

Se ha reportado que la dipirona a dosis de 43 mg/kg de peso, es suficiente para
disminuir el higado graso y el aumento de TBARS (Zentella y cols. 1993), lo cual
podria correlacionarse con la disminucién de etanol sanguineo encontrade en este
trabajo cuando se administran: dipirona, piroxicam, aspirina y naproxen.

La aspirina, como un desacoplante parcial de la fosforilacidn oxidativa y
estimutante del consumo de oxigeno (Goodman, 1993, Barios, 1989), puede al igual
gue el piroxicam, promover la oxidacion del etanol a través del recambic de
equivalentes reductores, a dosis terapéuticas (Goodman, 1993, Bafos, 1989.,
Tokumitsu y cols. 1977).

La aspirina ejerca un efecto importante sobre ios niveles de etanol cuando
Ja dosis administrada es de 5 g de etanolfkg de peso; sin embargo esta 2disminucion
no se refleja en un aumento de acetaldehido que corresponda a los bajos niveles de
etanol presentes en sangre, 1o que sugiere ia posibilidad de que la aspirina aumente
el tiempo de vaciado gastrico y evite la adecuada absorcion del etanol en el tubo
digestiva.

Debido a que la aspirina se absorben con rapidez cuando se administra por
via orogastrica y que su concentracién plasmatica se alcanza en menos de media
hora, durando menos de 15 minutos, disminuyendo iuego en forma gradual, es poco
probable que algin metabolito ejerza alguna interacciér) con el acetaldehido que
evite su cuantificacion. Lo cual si podria suceder con los AINEs que disminuyen los
niveles de etanol y no se reflejan claramente en un aumento de acetaldehido en las



Caballero C.1. Resultados y discusion 48

primeras horas post-intoxicacién. Sin empargo no hay que olvidar que la
disminucion de etanol puede o no comrelacionar con un aumento de acetaldehido.

Bafios y cols. (1989), repartaron que el naproxen (50-100 uM) no estimula
significativamente el consumo de oxigeno, lo cual implicaria en principio no observar
efecto alguno sobre la oxidacién del etanol. Sin embargo, los resultados de este
estudio muestran que el naproxen promueve una disminucion de la concentracién de
etanol a las 2 (2.5 g/kg), a las 8 y 12 (5g/kg) horas post-intoxicacion,

El desacoplamiento de la fosforilacidén oxidativa y el consumo de oxigeno que
promueven los AINEs se han observado en modelos in vitro y no se han mostrado in
vivo. Por lo que estos hallazgos se pueden modificar en organismos integros.

Hay que considerar que cuando se utiliza al animal integro para estudiar e efecto
de algunos farmacos, existe una gran cantidad de variables que hacen dificil la
interpretacion de los resultados obtenidos. Para el caso del acetaldehido, se observd
que existe un aumento, pero que no fue congruente con el curso que exhibian en el
tiempo con los niveles de etanol obtenidos, por lo que consideramos que los AINES
podrian actuar sobre la actividad enzimatica de las enzimas involucradas en el
metaboiismo del etanol (ADH o ALDH) y que los niveles de acetaldehido pueden
verse afectados debido a su gran afinidad (alta reactividad} por las moléculas
presentes en el organismo como: proteinas estructurales, albumina, proteinas
plasmaticas, proteinas de membrana de eritrocito, proteinas microsomales de
higado, hemogiobina, DNA, glutation, aminas primarias, grupos hidroxilo y sulfhidrilo,
forma aductos con lipidos y acidos hucleicas, entre ofros. Ademas, {a rapidez con la
que es removido de la célula hepatica y su eliminacidon en el sudor, aliento y orina
hacen gue su potencial téxico se vea reducido.

Con relacion al efecto que pudiera ejercen el piroxicam sobre la actividad de la
aleohol deshidrogenasa Riveros (1996) analizd el efecto del piroxicam sohre la
actividad de esta enzima en homogenado de higado de rata, y observd que a
concentraciones de 7.5 uM y 75 gM |, no ejercié ningun efecto sobre la actividad de
la ADH, concluyendo que el efecto estimulante del piroxicam sobre 12 velocidad de
oxidacion del etanol se restringe a su efecto sobre el recambio de equivalentes
reduciores en mitocondria.
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Con respecto al piroxicam, se ha descrito recientemente (Riveros, 1996) que
afecta la velocidad del vaciamiento géstrico, y por ende, la velocidad de absorcion
del etanol se ve retrasada. Lo anterior se manifiesta en una disminucion del area
bajo la curva del curso temporal del etanol en sangre y gue no se debe
exclusivamente a una mayor oxidacion del etanol. Sin embargo, los niveles de
acetaldehido son mayores a los del grupo control. A este respecto Zentella y cols.
(1892) indicaron que la via de administracion del piroxicam (10mg/kg) influye
sobre las concentraciones de etanol alcanzadas en sangre, ya que cuando se
administra el etanol (5gfkg) por via orogastrica y el piroxicam (10mg/kg) por via
orogastrica de forma simultdnea los maximos niveles se obtienen a las 4 horas
{23 pmoles/ml de sangre) y cuando fa administracion del piroxicam es por via
intraperitoneal los niveles maximos son alcanzados a las 4 horas {33 pmoles/mi de
sangre), en comparacion al grupo control que alcanzd la maxima concentracion
entre las 6 y 8 horas (40 pmolas/m! de sangre) sugiriendo que lo encontrado no
se debe a una disminucion en la absorcion del etanol por efecto del piroxicam sino
al estimulo de algunas oxidasas inducibles. Otro hallazgo encontrado es este
trabajo fue que e} piroxicam no estimula la eliminacidén del etanol por via renal.
Ahora se sabe que el piroxicam a dosis bajas estimula la absorcién del etanol y
que a dosis altas come las empleadas per Zentella y cols. (1992), disminuye |a
velocidad de absorcion (Riveros, 1996).

Los resultados obtenidos en este trabajo pueden de alguna forma explicar el
efecto protector de los AINEs sobre los darios por la intoxicacion etilica, ya que los
cuatro AINES empleados fueron capaces de disminuir, en mayor o menor grado, los
niveles sanguineos de etanol durante |a intoxicacion etilica.

En cuanto al grupo que recibid 7.5 g de etanol/ kg de peso dnicamente se observd
el curso temporal en sangre def etanol, debido a qgue los efectos nocivos del etanol
(hipnosis profunda, hipotermia, paro respiratorio y muerie}, no permitieron mantener
en condiciones fisiologicas aceptables a los animales experimentales (n=6). A

continuacion se resumen los datos numéricos en cuadros de resultados:



Caballero C.I. Resultados y discusion
Tratamiento Hora post-intoxicacién
1 8 12

Etanol 34.09 21.38 0.36 0.0i
{25g/ke) * + * +

+ 1.46 2.37 0.14 0.00
NaCl (0.9%)
Etanol (5.0g/kg) 4337 48.40 58.44 3246

+ t + + +
NaCl(0.9%) 2.70 0.62 1.48 0.81
Etanol (7.5g/kg) 58.03 82.87 94.65 113,34

+ + * + *
NaCl (0.9%) 579 430 8.75 241

Concentracion basal = 0.133+0.011mM.

Su

Cuadro 6. Concentracién (mM) de etanol + error estandard, en sangre de ratas

que recibieron diferentes dosis de etanol, via orogastrica.

_Tratamiento Hora post-intoxicacion
4 8 12
Etanol (2.5g/kg) 21.66 17.81 16.04 11.35
+ + + * x
NaCl (0.9%) 0.01 0.56 1.47 1.78
Etanol (5.0g/kg) 2038 2471 2118 20.38
+ t + t +2
NaCl{0.9%) 223 219 1.35 1.33
Etanol (7.5g/kg) 48.46 46.70 40,0 35.0
+ + + + t
NaCi (0.9%) 2.06 324 0.58 118

Concentracién basal = 10.38+3.08 pM

Cuadro 7. Concentracién (UM) de acetaldehido

+

error estandard, en

sangre de ratas que recibieron diferentes dosis de etanol, via oregastrica.
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Tratamiento Hora post-intoxicacion
[ Etanol (2.5g/kg) |2 4 8 12
34.09 2138 0.36 001
I NaCl1{0.9%) |t + + +
1.46 2.37 0.14 0.00
3122 16.51 0.61 0.01
Aspirina + + £ +
1.81 176 0.26 0.00
23.22 592 1.19 0.01
Dipirona + + E +
1.53 P<0.0001 113 P<0.0001 | 007 P<0.0001 (000
2867 18.01 0.23 0.06
Naproxen * t + +
0.94 P<0.009 0.78 0.05 0.00
23.01 14.92 0.149 0.0!
Piroxicam t £ + t
1,90 P<0,0001 1.89  P<0.05 0,021 0.00

51

Cuadro 8. Concentracion (mM) de etancl + error estandard, en sangre de
ratas que recibieron 2.5g de etanclikg de peso y que recibieron un AINE.

Tratamiento Hora post-intoxicacion
Etanol 2 4 8 12
(2.5g/kg)
21.66 17.81 16.04 1L.35
NaCl (0.9%) x + + t
0,01 0.56 147 1.78
18.77 13.38 1151 15.35
Aspirina + 1 * 1
1.05  P<0.01 1.02 P<0.001 145 P<0.04 0.89
18.29 24.07 18.93 14.05
Dipirona + t t t
056 P<OO1 0.90 P<0.00601 1.57 0.50
20.0 19.74 17.9 17.65
Naproxen + I t k>
L.07 0.64 0.69 099 P<0.0607
21.02 24,87 21.66 20.05
Piroxicam + S . £ t
045 168 P<0.00L L.10  P<0007 112 P<0.00y

Cuadro 9 .Concentracionn (uM) de acetaldehido +
sangre de ratas que recibieron 2.5g de etanoi/kg de peso y que recibieron un

AINE,

error estandard, en
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Tratamiento Hora post-intoxicacion
Etanol (5.0g/kg) | 2 4 8 12
49337 48.20 58.44 32.46
NaCl (0.9%) + + + +
.70 0.61 148 081
28.26 28.40 14.17 9.92
Aspinina 1 + + t
1.99 P<0.0001 | 392 P<0.0001 | 2.8 P<00001 |0.13 P<0.0001
42714 4507 30.75 1357
Dipirona 1 + + *
5.18 4.14 577 P<0.0001 | 336 P<0.0001
44.58 4748 1957 10.20
Naproxen + * + *
3.51 3.38 3.49 P<00001 | L14  P<0.0001
42.61 4491 46.26 25.19
Piroxicam t * + +
328 3.35 218 P<OO0OPL | 0.75  P<0.000

Cuadro 10. Concentracién (mM) de etanol + error estandard, en sangre

de ratas que recibieron 5.0g de etanolfkg de peso y que recibieran un AINE.

Tratamiento Hora post-intoxicacién L
Etanol (5.0g/kg) | 2 4 8 12

20.38 2471 2118 20.38
NaCl {0.9%) + + + +

223 219 1.35 1.33

11.40 15.33 19.25 24.32
Aspirina e * + x

1.12 P<0.015 1.79  P<0.004 1.09 1.38

17.17 15.94 ’ 16.36 21.98
Dipirona + + + +

1.00 0.58 P<0.002 0,74 P<0.01 0.60

24.07 18.61 19.74 20.0
Naproxen t t + +

2,04 091  P<0.02 1.49 0.91

26.32 29.20 22.94 19.25
Piroxicam t + t +

0,32 P<0.032 1.95 1.09 0.43 J

Cuadro 11. Concentracion (M) de acetaldehido * error estandard, en
sangre de ratas que recibieron 5.0g de etanol/kg de peso y que recibieron un

AINE.

2
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Con respecto a la absorcion, se encontrd que esta se modifica dependiendo
de la dosis administrada de etanol, debido a gue la absorcion aumenta hasta en un
27.45 % y un 70 .58% en las ratas que recibieron 5y 7.5 g de etanol con respecto al
las que recibieron 2.5 g de etanoi /kg de peso, lo que nos indica que es mayor la

absorcidn confarme aumenta la concentracién de etanol administrada. cuadro 12.

TRATAMIENTO DOSIS DE ETANOL {g/kg) ABSORCION {mmolas/h™)
0= mayorde 9a 11 promedio + error
estandard

ETANOL + SOL. SALINA 25 2.04+0.08
ETANOL + SOL. SALINA 5.0 2.80x0.16
ETANOL + SOL. SALINA 7.5 3.48+0.34
ETANOL + ASPIRINA 2.5 1.87+0.10
ETANOL + DIPIRONA 25 1.39+0.09
ETANOL + NAPROXEN 25 1.7240.05
ETANOL + PIROXICAM 25 1.3840.11~
ETANOL + ASFPIRINA 5.0 1.69+0.11
ETANOL + DIPIRONA 5.0 2.52+0.31
ETANOL + NAPROXEN 5.0 1.0640.21,
ETANOL + PIROXICAM 5.0 2.55+019

Cuadro 12, Efecto de los antiinflamatorios ne estercidecs saobre la absorcion
del etanol en ratas que fueron tratadas con dosis diferentes de etanol y un AINE
de forma simultanea.

En los grupos que recibieron un AINE mas 2.5 g de etanol, se aprecio que
la absorcién fue menor (aspirina, 5.55%; dipirona,32%,; naproxen,15.89%; vy
pirpxicam,32.51%) en todos los casos. A diferencia de lo observado en el grupo
que recibid 5 g de etanol donde la absorcion fue menor en los grupos tratados con
aspirina (35%) y naproxen (59.23%), sin que hubiera cambios muy aparentes en
los grupos que recibieron dipirona (3.07%) y- piroxicam (1.92%), con respecto al
grupo que no recibié nungun AINE,

Lo anterior nos hace suponer que el piroxicam y la dipirona comparten

efectos sobre [a absorcién, dosis dependiente de etanol, donde el mayor efecto
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inhibitorip se aprecia cuando la administracién de etancl es de 2.5g/kg y no asi
cuando se administran 5 g de etanol. Mieniras que con aspirina y naproxen se
observd un mayor efecto inhibitorio cuando reciben los 5 g de etanollkg y no
cuando se administran 2.5 g de etanolkg. Hay que recordar que AINEs ¢omo la
aspirina y el piroxicam tienen efectos sobre la absorcién cuando se administran
por via oral inhibiendo a la lacohol deshidrogenasa gastrica en el caso de la
aspirina e inhibitorio sobre la absorcién cuando se dan dosis bajas de piroxicam
como lo referimos con anterioridad en esta discusidn, Ademas el efecto sobre la
absorcion tanto de la aspirina como el naproxen puede deberse a que provienen
de la familia de los derivados carboxilicos, mientras que la dipirena y el piroxicam
derivan de la familia de las pirazolonas,
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4.0 CONCLUSIONES:

Los resultados obtenidos en este trabajo experimental, se infegran a una serie de
trabajos que buscan conocer el efecto que algunos AINEs ejercen scbre el
metabolismo del etanol, y cdmo estos revierten los niveles de etanol reportados por
Zentella y cols. (1992,1993) donde se propuso la posibilidad de que AINES como el
piroxicam promovian la oxidacion det etanol, al igual que a aspirina y naproxen, y no
asi la dipirona.

Con respecto a los objetivos planteados conciuimos que efectivamente ios AINEs
como |a aspiring, dipirona, naproxen y piroxicam modifican las concentraciones tanto
del etanol y del acetaldehido presenies de 0 a las 12 heoras post - intoxicacion
cuando se administran et etanol y el AINE de forma simultanea (Cuadros 8-11).

Los niveles maximos de etanol de acuerdo a las dosis de etanol administradas
son a las 2 horas para las ratas que recibieron 2.5g de etanoi/kg, a las 8 horas las
que recibieron 5 g de etanol’kg y a las 12 horas y en aumento en el grupo que
recibité 7.5 g de etanolfkg {Cuadros €, 8y 10).

La aspirina disminuye los niveles de etanol y acetaldehido cuando la dosis
administrada es de 5 g de etanol/kg de peso (Cuadros10y11).

La dipirona favorece [a disminucién del etanol cuando se administran 2.5 y bg de
etanolfkg de peso {Cuadros B y 10). _

El naproxen disminuye los niveles de etanol cuando se administran 2.5 y 5 g de
elanolfkg de peso (Cuadros By 10).

El piroxicam promueve la disminucion del etanol cuando se administran 25y 5 g
de etanolkg de peso {Cuadros 8 y 10).

En cuanto a los niveles de acetaldehido, estos son mayores en 10s grupos gue
recibieron 2.5 g de etanol mas dipirona, naproxen y piroxicam, al igual que en el
grupo que recibidé 5 g de etanol mas piroxicam, lo cual nos lieva a proponer que
existio una estimulacion en la oxidacion del etanol {(Cuadros 9 y 11), en comparacion
al grupo control que a su vez hace verdadera nuestra hipdtesis solo con algunos
AINEs, ya que no todos promovieron dicho aumento en las concentraciones de
acetaldehido.
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Existe correlacion entre los niveles de etanol y acetaldehido en los grupos que
recibieron 2.5 g de etanol mas sol. salina (r* =0.79) y naproxen (r* =0.94). En el
grupo que recibié 5g de etancl mas aspirina (* =0.90) y dipirona (r* =0.78).

Los datos obtenidos nos sugieren estudiar la actividad de la ADH y la ALDH para
confirmar si alguna de estas aumenta o no su actividad. Lo anterior, nos lleva a
contemplar fa posibilidad de que los bajos niveles de etanol encontrados, se deban a
que los AINEs compartan propiedades desacoplantes de la fosforilacién oxidativa y
el aumento en el recambio de los equivalentes reductores similares a las del
piroxicam, o bien a los efectos que ejercen algunos AINEs sobre la absorcién del
etanol, donde se observd que cuando se administran 2.5 g de etanol, existe efecto
inhibitorio sobre la absorcién con todos los AINEs. Mientras que cuando se
administran 5 g de etanol Gnicamente la aspirina (35%) y el naproxen (59.23%)
inhiben la absorcién.
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ANEXQO 1

Aspectos farmacolégicos generales de los AINEs:

ASPIRINA: 2-(acetoxi)acido benzoico, CsHs04 acido salicilico {index Merck), con
propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias,

Es el medicamento mas presciito y es el estandar para la evaluacion y
comparacion de otros AINEs. En Estados Unidos el consumo aproximado de aspinina
(acido acetil salicilico) es de 10,000 a 20,000 toneladas anuales (Goodman, 1991).

La aspirina pertenece al grupo de los salicilatos. El 4cido salicilico {acido orto-
hidroxibenzoico) es muy irmitante por lo que solo se emplea en forma externa. Del 4cido
salicilico deriva la aspirina como un éster del acido acético, figura 15.

COOH
OCOCH,

Aspinna
Figura 15. Formula estructural de la aspirina

En general, los salicilatos actiran debido a su contenido de acido salicilico, el cual
contiene grupos carboxilos o hidroxilos que cambian la potencia o toxicidad de los
compuestos. La posicién orto del grupo hidroxilo es importante para la accion de los
salicilatos. Las propiedades farmacolégicas son: analgesia (dolores de baja intensidad),
antipirexia, estimulan la respiracién ,aumenta el consumo de oxigeno y tasa metabdlica
asi como la produccion de CO,., como resultado del desacople de la fosforilacién
oxidativa y estimulo de los centros respiratorios de forma directa a diferencia de las dosis
altas o prolongadas que producen un efecto pirética y pardlisis respiratoria
respectivamente. Existe ademds desacople en de la fosforilacién oxidativa similar al
producido por el 2 4-dinitrofenol.

La deplecidn del glucogeno hepatico y ia inhibicién de varias deshidrogenasas
mediante la competencia con las piridinucledtido coenzimas y de algunas oxidasas que
requieren Nucledtidos como coenzimas, tal es el caso de la xantino oxidasa (cuando se
administran dosis toxicas). Los saliciiatos inhiben la sintesis de prostaglandinas, estabiliza
los lisosomas y reduce la permeabilidad capiiar. (Redriguez, y cols. 1995).

FARMACOCINETICA:

En 1971 Davison reportd algunos aspectos imporiantes del metabolismo de los
salicilatos. La absorcidn de los salicilatos se realiza en el estdmago, pero la mayor parte
se absorbe en intestino delgado (duodenoc y yeyuno), por difusion pasiva. La presencia de
alimento demora su absorcién. El acido salicilico se absorbe bien por piel intacta
{pomadas). Las concentraciones plasmaticas se aprecian en 30 minutos y las
concentraciones maximas se alcanzan en 2 horas, y luego disminuyen. La distribucion se
realiza en la mayor parte de los tejidos y liquidos transcelulares por proceso pasivo pH
dependiente. Es transportado hasta plexos coroideos y la droga atraviesa répidamente Ia
barrera placentaria.
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La biotransformacion y excrecibn se realiza principalmente en reticulo
endopldsmico y las miocondrias hepaticas. Los productos principales son el acido
salicilirico (conjugado con glicina), el glucurénido fendlico (éter), v el acil glucurénido
{éster). Una pequefia fraccién se oxida hasta Acido gentisico y a acidos 23-
dihidroxibenzoico y 2,3,5-trihidroxibenzoico. También se forma acido gentlsunco
{conjugado de glicina de! 4cido gentisico). Los salicilatos se excretan por la orina como
acido salicilico libre (10%), acido salicilurico (75%), givcurénido salicilico fendlico (10%) y
acilico {5%).

La excrecion de salicilato libre varia dependiendo de la dosis y del pH urinario. La
vida media de ta aspirina es de aproximadamente 15 minutos, y la de! salicilato es de 2-3
horas,

La aspirina se obtiene en forma de tabletas comunes o con cubierta entérica. La
dosis individual usual de aspirina para los adultos es de 300 mg a 1g, que puede
repetirse cada 4 horas. El régimen de dosificacion dependera del malestar a tratar. La
administracion es casi siempre oral., sin embargo e} acido salicilico puede llegar a
emplearse en solucion inyectable para uso parenteral, (Rodriguez y cols. 1995; Goodman,
1987, Bilodeau, y cols. 1995, Earashi, y cols. 1995; Abramson, y cols. 1985; Shiff, y cols.
1996: Ignarro, 19?1 Salazar, y cols. 1993; Hernandez, y cols. 1972)

DIPIRONA  (metamizol): (2.3-dihidro-,1,5-dimetil-3-ox0-2  ferril-1-pirazal-4-il)
metilamino] acido metanosulfonico, sal de sodio monohidratada, Ci3H.eNaNaQ4S.H;O:
p.m. 351.35, soluble en agua (1g/1.5 ml) y metanal e insoluble en éter, acetona, benceno
y cloroformo {Merck Index, 1989).

Es un AINE derivado de ias pirazolonas. Se empled comao antipirético el siglo
pasado, al buscar sustitutos de la quinina para el tratamiento de la fiebre. Se vio que tenia
efecto similar al de ios salicilatos, pero son mas toxicos y capaces de provocar raacciones
de hipersensibilidad. La dipirona se ha considerado como un derivado soluble de la
aminopindina usadoe en el tratamientc de dolor reumatice ligero. También tiene discretas
propiedades antiinflamatorias. La dipirona inhibe la accion de la ciclooxigenasa, Figura
16.

?6H5

NaSO3CH21‘i CHa
CHi

Figura 16, Estructura quimica de Ia dipirona.

La dipirona y la amidopirina. pueden producir agranulocitosis considerada
dependiente de una reaccién similar a la que ocurre con la membrana de leucocitos
mieloides. La gravedad y frecuencia elevada de esta reaccion, asi como la aparicién de la
anemia hemolitica han hecho que desaparezca el empleo de \a dipirona en paises como
Estados Unidos,
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La dipirona presenta propiedades mas potentes que Ia aspirina como antipirético,
analgésico y antiinflamatoric, no posee actividad uricostirica como la fenilbutazona. De las
alteraciones que rara vez produce la dipirona son las de tipo secundario que producen
vértigo, exantema, temblores, sudoracion y agranulocitosis mortal.

La dipirona y la aminopiridina han resultado Utiles cuando la aspirina y paracetamol
{drogas mas seguras) no han resultado eficientes o no son bien toleradas. Los efectos de
estos AINEs se limitan a hiperpiréxias intensas y prolongadas causadas por procesos
neoplasicos (enfermedad de Hodgkin). La dipirona puede aplicarse parenteralmente
cuando no se puede administrar de forma oral. Las drogas antipiréticas carecen de efecto
sobre la femperatura corporal normal en las dosis que son eficaces para disminuir la
fiebre. Tampoceo ejercen un efecto sobre el aumento de la temperatura corporal fisiologica
(por ejercicio) que busca enfriamiento. Son Otites en el tratamiento de fiebre causada por
pirbgenas que activan la sintetasa de prostagiandinas o ponen a disposicién el sustrato
para la enzima que aumenta la sintesis de prostaglandinas (en especial la PGE?Y en &
hipotdlamo). Los antipiréticos inhiben a la sintetasa de prostaglandinas en particular las
isoenzimas del hipotadlamo. Sin embarge el aumento de la temperatura corporal en
respuesta a inyecciones intraventriculares de PGEs no es afectada por las drogas
antipiréticas.

FARMACOCINETICA: La dipirona administrada por via oral alcanza sus
concentraciones maximas entre los 30 y 120 minutos. Tiene una vida media biologica de
8 a 10 horas. Su unién a proteinas plasmaticas es discreta, se metaboliza rapidamente en
el higado, hasta convertirse en 4-metilaminoantipirina y en 4-aminoantipirina, metabolitos
activos, los cuales se eliminan por la orina (Rodrlguez y cols. 1995; Goodman, 1987,
Earashi, M. y cois. 1995).

NAPROXEN: 4cido metoxinaftilpropiénico. Es un farmaco sintético con
propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamaiorias, debido a que interfiere con la
sintesis de prostaglandinas, fromboxanos y prostaciclinas, por inhibicion de la sintetasa de
prostaglandinas (ciclooxigenasa). Es una droga derivada del dcido propidnico y que puede
ofrecer ventafas sobre la aspirina.

CH,

I
CHCOOH

CH,O™

Figura 17. Estruciura quirica del naproxen.
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FARMACOCINETICA :

El naproxen se absorbe bien a través de la mucosa gastrointestingl, alcanzando
concentraciones plasmaticas maximas en 1 a 2 h después de la administracion oral, la
presencia de alimento modifica la rapidez pero no el grado de absorcion. El naproxen
tiene una vida plasmatica de 13 horas. Se fija a un 99% a las proteinas piasmaticas y se
distribuye ampliamente en el organismo. La dosis es de 250 a 500 mg dos veces por dia
gue se ajusta segun la respuesta clinica. Las dosis se ajustan de acuerdo al trastomo
presente, edad del paciente y peso. La via de administracién puede ser oral o parenteral.
{(Rodriguez y cols. 1935; Goodman, 1987; Roszkowski, y cols. 1871).

PIROXICAM: Es un derivado de los oxicam, que contienen acido endlico con
actividad antiinflamatoria, analgésica y antipirética, cuyos efectos se relacionan con su
capacidad de inhibir fa biosintesis de prostaglandinas, por inhibir a ia ciclooxigenasa,
ademas, inhibe la migracién de leucocitos hacia el sitio de inflamacidn v la liberacion de
enzimas lisosémicas. Se dice que es el equivalente a la aspirina y el naproxen en las
dosis recomendadas, para tratar la artritis reumatoide. Es mejor tolerada que \a aspirina.
La principal ventaja del piroxicam es su vida media prolongada, que permite administrar
una sola dosis al dia.

El piroxicam es un inhibidor de la biosintesis de las prostaglandinas in wifro, y de la
activacion de los neutrdfilos aunque estén presentes los productos de Ia ciclooxigenasa.

O\\\ fO

“N—CH,
o)
OH N

Figura 18. Esfructura quimica del piroxicam

FARMACOCINETICA:

El piroxicam se absorbe por completo después de la administracion oral. Las

concentraciones plasmaticas maximas se alcanzan en 2 a 4 horas. Ni los alimentos nilos
antidcidos alteran la velocidad o grado de absorcion,
Se produce una circulacién enterohepatica y ta vida media promedio parece ser de 50
horas aproximadamente. La droga se une a proteinas plasméticas en un 99%. De 7 a 12
dias las concentraciones de piroxicam en el plasma vy liquido sinovial son casi iguales.
Menos del 5% de la droga se excreta sin madificar por la orina. La transformacion
metabolica mas importante en el hombre es la hidroxilacién del anillo piridilo., este
metabolito inactivo y su glucuronidacién constituyen cerca del 60% de la droga excretada
por la orina y las heces.

El piroxicam se puede administrar por via oral (capsulas) o por via parenteral. La
dosis diaria para el tratamiento de artritis reumatoide es de 20 mg (Rodriguez y cols.
1995; Goodman, 1887; Boudino, y cols. 1993; Wiseman, 1978; Bilodeau, y cols. 1995;
Earashi, y cols. 1995).
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ANEXOQ 2. Técnicas para cuantificar el etanol en sangre y la
cromatografia de gases:

La cuantificacién de etanol en sangre, ofina, saliva y otros fluidos o tejidos
corporales se requiere para estudios de indole clinico, toxicoldgico y forense
(legal), por lo que desde 1922 Widmark publicd un método quimico para cuantificar
el etanol {Jones A.W. y cols. 1989; Dubowky, 1963). Esta técnica se ha empleado
en Suecia y en gran pare de Europa con fines legales. Posteriormente se
desarrollaron técnicas enzimdticas que parecen ofrecer mayor especificidad
(Bonnichsen, y cols. 1951). Tanto el aire y la orina son importantes médica y
legalmente, empleados para detectar a individuos que conducen un automévil bajo
efectos del alcohol. Las técnicas son: a) Cuantficacién directa; se mide la
cantidad de alcohol presente en muestras de orina, sangre, saliva y aire expirado
entre otros, para [0 cual se emplea la técnica analitica de cromatografia de gases.
b) Cuantificacién indirecta: se mide el alcohol basicamente por dos métodos:

1.- El método enzimatico: Se mide e aumento de NADH en ia
deshidrogenacién enzimatica del etanol con NAD en sangre o saliva {Westcolt,
1989).

CHyCH:OH+NAD  —————* CH3;CHO+ NADH+H"

El método de andlisis es por espectrofotometria, utilizando una longitud de
onda de 365 nm, 340 nm 6 334 nm y una temperatura de incubacion de 25 ¢ 37°C
La cuantificacion de NADM producido es frente a un blanco. Los calcuios se
realizan graficando la extincion {(absorbancia) en la oerdenada, contra el alcoho! por
mil en la abcisa. El valor del blanco medido frente a agua no debe sobrepasar una
extincién de 0.100 a 365 nm. El agua debera estar libre de alcohol y aldehidos.

Este método de oxidorreduccién para algunos autores se correlaciona
significativamente con la cromatografia de gases (Wamet, 1990).

Sin embargo, Coldwell (1971) menciona que la cromatografia de gases es
el método de eleccidn, que permite l1a identificacion simultédnea de compuestos y la
estimacidon de canfidades minimas de etanol y su principal metaboiito el
acetaldehido (Coldwell, 1971).

2.- El métode oxidimétrico: Teécnica que se fundamenta en la
microdifusién, en donde las sustancias volaties reductoras, tales como el etanol,
reducen el trioxido de cromo (CrO; ) a acido crémico (HCrOy) (Cox, 1990) en
presencia de vapores de un aicchol reductor como el metanol, etanol & isopropanol
entre otros (Cox, 1990), el triéxido de cromo de cclor amarillo cambia a color azul.
La intensidad del color azul indica la cantidad del alcohol presente. Esta lectura se
hace con una guia de deteccion de colores. Este método es relativamente barato y
rapido y se recomienda para analizar alcohol en sangre, aunque es poco sensible
para detectar cantidades pequefas de alcohol en sangre.
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GENERALIDADES DE LA CROMATOGRAFIA DE GASES:

La cromatografia fue empleada por primera vez como técnica de separacién
por Ramsey en 1905. Un afio después Tswett observd la presencia de bandas
verdes en una columna de cromatografia, asignandole asi el nombre de
cromatografia, lo cual significa “escritura en color”.  Este término ha cambiado,
debido a que la cromatografia se ha diversificado significativamente.

La cromatografia de gases (CG) es una técnica analiica de separacion,
Presenta ventajas muy importantes de identificacion y cuantificacion.

La CG es una técnica il en la separacién de sustancias volatiles
principalmente.

FUNDAMENTO DE I_.A CROMATOGRAFIA DE GASES:

La técnica se basa en la separacion por distribucién de una muestra entre
dos fases (Mc Nair, 1969). Una de estas fases es estacionaria, y la ofra es un gas
{fase mévil) que se desplaza y filtra a través de una fase estacionaria (material de
empaque).

En la CG las sustancias que generalmente se cuantifican son de naturaleza
volatil por lo que es una corriente de gas la que pasa a través de la fase
estacionaria. Cuando ia fase estacionaria es gas hablamos de una cromatografia
de gases, gas-sdlido. Esta técnica depende de la capacidad o propiedad adsortiva
del empaque de la columna (silica gel, red molecular y carbon).

CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO (CGL):

Cuando hablamas de cromatografia gas-liquido, decimos que la fase
estacionaria es un liguido que se extiende sobre un sédlido inerte. Aqui la
separacién se realiza denfro o fuera de esta capa de liquido. Esta variedad de CG
se dice que es de las mas versatiles y selectivas. La CGL requiere de un gas
acarreador inerte. La muestra en estudio es una mezcla de componentes, que son
separados entre el gas acarreador (fase movil) y un solvente no volati (fase
estacionaria), que estd retenida en un sélide inerte {soporte sdlide) de tamaro
especifico. El disolvente retendra selectivamente los componentes de la muestra
de acuerdo a su coeficlente de distribucidn hasta que se formen bandas
separadas de acuerdo a su coeficiente de distribucion. Estas bandas irdn
abandonando fa columna Hevadas por la corriente de gas y seran identificadas por
un detector en funcion de su aparicion.

El resultado serd el registro de 1a sefial en cromatogramas.

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA CGL.:

1.- E} tiempo de andlisis es corto, 2.- Los componentes de la mezcla se separan
completamente, lo que facilita su recoleccion y determinacién cuantitativa, 3.- La
columna se regenera continuamente al circular la fase de gas inerte.

Una desventajas es: 1.- Los componentes que se retienen fuertemente a la
columna. viajan lentamente. La solucion a dicha desventaja se resuelve con un
aumento de temperatura de la columna durante el tiempo de corrida (empleo de
temperatura programada),dicha solucién al problema hace mas versatil y rapido ef
analisis, figura 19.
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Figura 1¢. En un cromatograma se aprecian las diferentes sustancias presentes de
acuerdo al tiempo de retencién caracteristico de cada una de ellas.

VENTAJAS PRINCIPALES:

1.- Rapidez: Existe un répido equilibrio entre la fase movil y la
estacionaria debido al uso de gas. La velocidad del gas acamreador puede
aumentarse, permitiendo asi un analisis rapido (minutos o segundos). 2.- Analisis
simultdneo de los diferentes componentes de una mezcla. 3.- Sencillez: fos
fundamentos y el manejo de la cromatografia de gases son relalivamente sencillos,
4.- Resolucién: separa compuestos con punto de ebullicién muy similares. 5.-
Anilisis cualitativos: el tiempo de retencién es el tiempo medido desde el
momento de ia inyeccion de [a muestra hasta obtener ei pico en el cromatograma.
Algunos compuestos tienen tiempos de retencion similares o idénticos, pero cada
compuesto tiene su tiempo de retencién que no se altera por otros componentes.
Con un control de temperatura y flujo de gas, existe reproducibilidad de hasta
100%, 6.- Andlisis cuantitativo: El area bajo la curva es proporcional a la
concentracién del compuesto, esta puede emplearse para cuantificar |a
concentracion exacta de cada componente. La exactitud dependera de la técnica
empleada, el detector, el método de integracion y la concentracion de la muestra.
Los integradores electronicos son los mas exactos. 7.- Sensibilidad: Se requieren
muestras pequenas (hasta décimas de pl). El detector de ionizacién de flama
puede registrar partes por millén.

COMPONENTES Y FUNCION DE UN CROMATOGRAFO DE GASES:

a.- Gas acarreador: Los gases mas comunes son el hidrogeno (H), helio
(He) y nitrégeno (N). Se encuentran contenidos en un cilindro a alta presién. Se
utiliza un regulador de presién para asegurar que tenga una presion uniforme en e
dispositivo de la columna, y por lo tanto, que el flujo de gas sea continuo, para que
dada cierta temperatura, se eluyan los componentes en un tiempo caracteristico
{tiempo de retencion).

La eficiencia de la columna depende de la velocidad (volumen) fineal del
gas. Para medir el volumen del gas se puede emplear un flujometro de burbujas
de jabdn y un cronémetro. El gas acarreador debera ser: 1.- Inerte, 1o cual evita su
interaccién con la muestra, 2.- Facilmente disponible y en forma pura, 3.- Barato,
4.- Capaz de minimizar la difusion gaseosa, 5.- Adecuado para el tipo de detector
utilizado.
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b) Puerto de inyeccién: La muestra gaseosa puede ser inyectada al
cromatografo por medio de jeringas herméticas. La muestra puede ser un gas o
bien liquidos llevados a punto de ebullicidn, y normalmente contenidos en viales
sellados. Cuando la muestra gaseosa se obtiene a partic de liquidos como la
sangre, la fase se obtiene de la parte superior después del calentamiento (fase
gaseosa del ‘“espacio de cabeza® o head-space). En la actualidad existe un
dispositivo del mismo nombre que se instala cerca del puerlo de inyaccion del
cromatdgrafo y que consiste en un sistema automatizado de calentamiento y de
inyeccién programada.

¢) Columna: en general la columna puede ser de acero inoxidable,
aluminio, vidrio, de forma recta, doblada o helicoidal. La columna de cobre no es
muy apropiada porque puede flegar a reaccionar con algunos componentes
{aminas, acetilenos, terpenos y esteroides). Generalmente se usan columnas de
acero inoxidable que se empacan cuando estan rectas, y posteriormente se
doblan en forma helicoidal para facilitar su manejo (las columnas rectas son
imprécticas pero eficientes).

d) Soporte sélido: Debe ser una superficie grande e inerte para distribuir 1a
fase liquida con las siguientes caracteristicas: 1.- Inente, para evitar adsorcién, 2.~
Alta resistencia a la compresién, 3.- Amplia superficie de contacto, 4.- Forma
regular y tamano uniforme.

e) Fase estacionaria: El disolvente adecuado ayudara a llevar acabo la
particién (La versatilidad y disponibilidad de disolventes hacen mas versatil la CG).
La fase estacionaria debera tener las siguientes caracteristicas:

1.- Las muestras deben tener diferentes coeficientes de distribucion. 2.- Las
muestras deben tener una solubilidad razonable en el disclvente. 3.- El disolvente
debe tener una presion de vapor despreciable a Ia temperatura de operacién.

f) Temperatura: Pueden llegarse a emplear hasta tres temperaturas
programadas.

1.- Puerto de inyeccién: Deberd ser lo suficientemente alta como para
vaporizar la muestra rapidamente para no perder eficiencia en la técnica de
inyeccion y lo suficientemente baja como para que no se desconponga
térmicamente la muestra,

2.- Columna: El tiempo de retencién aumenta al doble por cada 30°C
disminuidos en la temperatura de la columna. Para ia mayoria de las muestras, a
menor temperatura de la columna se obtienen mayores coeficientes de particion
en la fase estacionaria, por lo que fa separacién es mejor. La temperatura debe ser
la que permita oblener un andlisis en un tiempo razonable y una separacion
deseada.

3.- Detector: La temperatura debe ser lo suficientemente alta como para no
condensar la mezcla y/o la fase liquida. En caso de condensarse, hay
ensanchamiento o desaparicién de los picos.

g) Detector: Mide la cantidad de componentes de una muestra,

Las caracteristicas principales del detector son; 1.- Alta sensibiligad, 2.-
Poco nivel de ruido, 3.- Amplia linearidad de respuesta, 4.- Insensible a todo
cambio de flujos y temperatura, 5.-Barato,

De los detectores, los de conductividad térmica (DCT) y los de ionizacion de
flama (DIF) presentan mayores ventajas. En el DIF se emplean H2 y aire para
producir la flama. Arriba de fa flama se encuentra un electrode colector que mide la
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conductividad de la flama. Con H, puro, la conductividad es muy baja; sin embargo,
Cuande se queman compuestos organicos, la conductividad aumenta y la corriente
que fluye puede ser amplificada y llevada a un registrador.

h) Registrador: Un registrador de tinta o térmico conectado a un motor
rotatorio marca en papel cromatografico la variacion de voltaje en funcién del
tiempo, figura 20.

Figura 20. Componentes de un cromatografo: a. puerto de inyeccion., b
termostatos., ¢: cromatograma., d: registrador., e; detector., f v g) corte transversal
amplificado., h: columna., i) tanque de gas acarreador., j) controlador de flujo.

CONSIDERACIONES IMPORTANTES SOBRE LAS COLUMNAS PARA

CG:

El tipo de columna empleada en nuestros andlisis son de suma importancia. Las
columnas pueden ser capilares (tubos abiertos, de didmetre pequefto con una delgada capa
liquida en la pared) o empacadas (material sélido inerte que sirve de soporte a una delgada
capa de tiquido no volatit). El material de la columna puede ser de vidrio, metal o plastico y
se enrolian para poderias instalar en el horno del cromatografo, Faclores como la longitud,
técnica de empaque, temperatura de {a columna, soporte sélido, tipo y cantidad de fase
liquida son aspectos importantes para obtener la resolucién deseada. Los conceptos
generales a considerar son:

1.- Fase liguida: esta debe ser;

a) Un buen disolvente absclute y diferencial de los componentas de Ia
muestra (solutos)., b} No volatl a temperatura de operacién., ¢) Térmicamente
estable., d} Quimicamente inere a los solutos de interés a la temperatura de la
columna.

Los compuestos a analizar (solutos) se clasifican como:

Clase |: Muy polares { agua, glicerol aminoalcoholes etc.).

Clase |l: Polares (alcoholes, acidos grasos, fencles, aminas).

Clase lIl: Intermedios {(éteres, cetonas, aldehidos, ésteres).

Clase |V: Baja polaridad { CHCL;, CH;CL;, CHCHCL,).

Clase V: No polares (hidrocarburos saturados, CS, Etc.).

Cuando se agrega un exceso de fase liquida al soporte se lfegan a formar

acumulaciones entre las particulas y ia eficiencia de la columna disminuye.

2.- Soporte liquido: debe de ser:

a} Compuesto por particulas de forma grande y regular.

b) Una superficie grande y especifica.
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C) Una estructura de poros de diametro uniforme (10 4 0 menos).

d) Mecanicamente resistente al desmoronamiente en su transporte.

e) Inerte.

No existe ningin material que redna todas las caracteristicas mencionadas,
pero existen aigunas bastante recomendables como la silica diatomacea
(diatomita).

3.- Porapak: es un polimerc poroeso compuesto de efilvinilbenceno que
forma redes cruzadas con divinilbenceno para dar una estructura uniforme de un
tamanio de poro especial. Porapak se puede modificar por copolimerizacion con
monémeros polares para hacerlo mas polar. Las columnas de Porapak contienen
particulas porosas de polimero con un rango definido de red (tamafio) y no
requieren de fase liquida o soporte sdlido. El polimero poroso actia como fase
liquida y soporte sélido. Existen 6 tipos de Porapak (marca registrada): P, Q, R, S,
Ty N. Los tipos P y Q son los no polares. El Q tiene poros mas grandes. E! tamaiio
de (a particula puede ir desde 50/80 mallas a 150/200 mallas (mesh).

El Porapak se usa principalmente para separar de forma eficiente
compuestos de bajo peso molecular. La columna debe de acondicionarse antes de
utilizarse para remover disolventes residuales del proceso de polimerizacion.

Si el Porapak se acondiciona a 230°C por 18 a 20 horas antes de empacar
la columna esta tendrd mejor eficiencia. El peso molecular de los compuestos
separados con Porapak debe de ser de menos de 300. Por lo que la separacion
de los compuestos como las soluciones acucsas, hidrecarburos de bajo peso
molecular, aicoholes, cetonas y compuestos halogenados o con S de bajo peso
molecular seran las mejores.

DETECTORES: Mide la cantidad de compuestos separados en el gas
acarreador, Los detectores se dividen en:

1.- Integradores: La pluma del graficador se mueve a lo largo de la carta
una distancia proporcional a la masa del componente en la zona. Cuando otro
componente se eluye, la pluma se mueve una distancia adicional, de tal forma que
el cromatograma consiste en una serie de escalones en los que la distancia entre
dos niveles es proporcional a la masa total del componente correspondiente a ese
escalon. Su respuesta es proporcional a la masa del componente en fa zona
eluida,

Respuesta del Detector

L/

Tlempo h K

Figura 21. Cromatograma de un detector integrador, fa distancia d es
proporcional a ia masa total det componente aluido durante el intervalo de tiempo
(2-t1).
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2.- Diferenciales: La respuesta obtenida es proporcional a la concentracion
(DCT) o al flujo de 1a masa del componente eluido (DIF). E! cromatograma consiste
en una serie de picos, cada uno corresponde a un componente distinto, El area del
pico es proporcional a 1a masa total del componente. La ventaja del DIF sobre el
DCT es que el drea bajo los picos es independiente de la velocidad de flujo del
gas acarreador, por lo que su control no es tan critico si se usa el primero. Estos
detectores son los mas comunes y faciles de interpretar.

Respuesta del Detector

Tiempo L

Figura 22. Cromatograma de un detector diferenciante. El drea sombreada
es proporcional a la masa total del componente eluido en el intervalo de tiempo.
(t211).

FUNDAMENTOC DEL DETECTOR DE IONIZACON BE FLAMA (DIF}:

La conductividad eléctrica de un gas es directamente proporcional a la
concentracion de particulas cargadas en el gas acarreador. El gas que sale de {a
columna fluye por un espacio del electrodo, en el que es ionizado. La presencia de
particulas cargadas en este espacio produce una corriente que es medida por una
resistencia. La caida del voltaje por la resistencia es amplificada por un
electrometro y alimentada a un registrador. En particular en un DIF el gas eluyente
se mezcla con H y se quema con aire u oxigeno. Los iones y electrones formados
en la flama entran por el espacio de electrodo y disminuyen 1a resistencia de este
proceso.

El funcionamiento del DIF depende en gran medida de la seleccion del flujo
de gases. Se obtiene una gran sensibifidad y estabifidad cuando la velocidad
{volumen) de flujo del gas acarreador es de 30 ml/min., la de hidrogeno (H) es de
30 ml/min y la del aire es de 300 mi/min. Debido a que la respuesta del DIF esta en
funcion de! flujo de H, el detector debe calibrarse para establecer cual es la
velocidad de flujo de H que da una mayor respuesta.

ANALISIS CUALITATIVO:

El principal parametro para identificar un compuesto por cromatografia es el
tiempo de retencion. E! volumen de gas acarreador (volumen de retencién) asi
como la presidén constante y (a velocidad de flujo lineal son importantes para
determinar el tiempo de retencion caracteristico de la muestra y de la fase liquida,
que a su vez sirve para identificar la muestra.

La temperatura de la columna debe permanecer constante. Lo anterior sirve
como pardmetro de comparacion de los tiempos de retencién de los componentes
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no conocidos con aquellos obtenidos de compuestos conocidos y que se analizan
bajo condiciones idénticas. )

ANALISIS CUANTITATIVO:

La cuantificacion de los compuestos presentes en una muestra determinada
es posible gracias a la elaboracion de una curva de calibracién absoluta. La curva
de calibracion se elabora inyectando cantidades conocidas de compuestos
conocidos de forma pura. Los valores de las areas se grafican contra la cantidad
(peso) conocida. La curva de calibracion debera ser lingal y pasar por ¢l origen. El
blanco no debera de dar respuesta. Puede utilizarse la altura del pico para
construir la curva estandar, para graficanla junto con la cantidad que representa {a
altura de pico. Para obtener la cantidad del compuesto en 1a muestra se extrapola
en esta curva el pico obtenido. Algunas de las desventajas son: 1a calibracion Neva
tiempo, se debe de conocer la cantidad exacta de la muestra inyectada, la
sensibilidad del detector, ademas debe permanecer constante de una corrida a otra
y de un dia a otro para que los resultados sean comparables.

Calibracién relativa o indirecta: Otra forma de cuantificar es ulilizando un
esténdar interno (El), el cual se utilizara para hacer una curva de calibracién.

El método consiste en preparar soluciones combinadas de! compuesto
problema y del compuesto que servird como estandar para inyectarles al
cromatégrafo (cantidades conccidas). Se miden las areas de los picos, v la relacion
entre el pico del compuesto y el estandar (relacién de area} se grifica contra la
relacién de peso de ambos compuestos (relacién de peso), obteniendo una curva
en una grafica.
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Figura 23. Calibracion relativa o indirecta. Se compara el pico
cromatografico producide por la sustancia problema (X}, producide por una
sustancia conocida (estandar intemo), graficandose la relacion de area contra la
relacién de las cantidades de ambas sustancias (en peso), previamente conocidas.

Una modificacion del método de estandarizacion interna Consiste en
agregar a cada concenfracién conocida del compuesto una cantidad fija de
estandar interno, y graficar la relacion de dreas contra la cantidad en peso del
compuesto.

Posteriormente para cuantificar el compuesto presente ep una muestra
dada, se agrega una cantidad fija de estandar intema y esta mezcla se inyecta al
cromatografo. Se obtienen las relaciones en dreas de los picos y estos datos se
localizan en la curva de calibracion construida, extrapolandolos para cenccer la
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relacion en peso de ambos compuestos. Puesto que se conoce la cantidad exacta
de! estandar agregado. El calculo para medir la cantidad de la muestra de interés
es sencillo.

Las ventajas de este método de calibracién es que no se tiene que medir
con gran exactitud las cantidades y que la respuesta del detector no se debe
necesariamente mantener constante puesto que cualquier cambio en la respuesta
no altera la relacidn de areas. La principal desventaja de este método es la
dificultad en encontrar un estandar intemo que no interfiera con los componentes
de la muestra. Los requerimientos de un estandar intemo son:

a) Resolverse bien y separarse de los otros picos, b) Eluir a un tiempo
simitar al del tiempo de interés, c) Tener una concentracion aproximadamente igual
a la del compuesto desconocido, d) Tener una esfructura similar a la de) compuesto
desconocido.

METODOS PARA MEDIR LA CANTIDAD DEL COMPUESTO A PARTIR DE UN
CROMATOGRAMA:

ALTURA DE PICO: Es mas rapido que estimar el drea del pico: La altura y
anchura de! pico depende del tamafic de la muestra. La altura de! pica {mm) se
mide de la linea base a la altura maxima. Figura 24.
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Figura 24. Medicién de la altura de un pico.

AREA DEL PICO: Se utiliza mds frecuentemente, pues depende de fas
condiciones de operacion. Los principales métodos para cuantificar son:

1) Planimetria: Un aparato (mecanico) mide el drea al recorrer el perimetro
del pico v la registra digitaimente. Tiene poca reproducibilidad.

2) Producto de la anchura a la mitad de [a altura (H X 8 a 1/2).

H: Debido a que los picos semejan tridnguios, se puede calcular el area
aproximada multiplicando ia altura del pico por Ia anchura del triangulo a la mitad
de la altura. En vez de la base del triangulo, pues es comun gue el pico esté
ligeramente coleado, Esta técnica es rdpida y sencilla y los resultados son
confiables para picos simétricos y con una anchura razenable, figura 25,
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Figura 25. Medicion del producto de la altura por la mitad de la anchura de
un pico. H: altura, W: anchura.

3) Triangulacion: La altura del tridngulo se mide de su base hasta la

interseccion de las dos tangentes vy ei drea se obtiene por [a formula de drea de un
triangulo (A= 1/2 BH), figura 26.

Aea =4 BH

1

N

Figura 26. Triangulacion. Area = 1/2 BH.

4) Cortar y pesar el papel (balanza analitica);Este método consume mucho
tiempo, pero puede ser bastante preciso para picos asimetrico. Su principal
desventaja es que se destruyen los cromatogramas. ademas de que el grueso del
papel debe de ser constante.

5) Integrador de disco: Es el mas empleado. Se conecta mecanicamente
una pluma integradora a una rueda sobre un disco rotatorio. La rotacion de la
rueda se transmite mecanicamente a la pluma del integrador. Debido a que el
disco rota a una razén proporcional con base en el tiempa que corre la carta  del
registrador, la pluma del integrador dibuja lineas que representan el area dei
recarmido de la pluma. Este método es preciso y rapido. La reproducibilidad es muy
buena.
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Figura 27. Integrador electrénico digital a: resorte., b: salida eléctrica., ¢
interruptor rotatorio de pulso., d; rodillo., e; motor de tiempo., f: pluma., g: unién de
entrada., h: disco., i; bola,

6) Integrador electrénico digital: La sefial cromatografica llega a un
convertidor de voltaje a frecuencia, que genera un pulso de salida proporcional al
drea del pico, figura 26,

ERRORES POSIBLES EN LA CROMATOGRAFIA DE GASES:
Los errores determinados puede llegar a corregirse y son:

1.- Diferencia en respuesta entre distintos detectores, 2.- Cambio en la
respuesta de un detector debidos a cambios de temperatura, 3.- ontaminacidn de ia
muestra antes de la inyeccion, 4.- Perdida de la muestra ofraccionamiento de ésta
durante su inyaccion en 1a columna, 5.- Usc de una curva de calibracién, incerrecta,
6 - Errores de célcuilo, 7.- Toma de ia muestra equivocada, 8- Prejuicio:
cambiar el resuiiado porque &l operador piensa que conoce el resultado.

Los errores indeterminados no se pueden eliminar, y se deben al azar
(Milck 1995). . '

DETERMINACION CROMATOGRAFICA DE ALCOHOL EN SANGRE:

Oficialmente se ha reconacido que la cromatografia de gases es una
técnica valida para cuantificar etanol en sangre por su rapidez, precision y
utilizacién de pocos reactivos, ademas de poder cuantificar otras sustancias
voldtifes de forma simultdnea (Machata, 1972; Erksson y cals. 1975). En las
técnicas cromatograficas para determinar etanol en sangre se requiere de la
extraccion del mismo (con n-butanol o dioxano), por destilacién (con n-butano! o
tolueno) o la desproteinizacion de la sangre, pero no son recomendables.

Algunas desventajas de la desprotainizacidn son:
Por ultrafiltracién: Su costo es elevado, el empleo de acido tricloroacético:
retarda el andlisis ya que esta sustancia queda retenida en la columna. E| 4cido
perclorico a concentraciones suficientes para lograr la desproteinizacion actaa
como un potente oxidante que transforma el etanol en  acetaldehido y e
isopropanol en acetona. El tungstato de sodio y acido sulfarico (Warnet, 1980;
Beljeam, 1989) permite la liberacion del etanol intraeritrocitario.
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METODOS ALTERNATIVOS PARA EL ANALISIS CROMATOGRAFICO DE
ETANOL APLICABLES COMO PRUEBAS DE RUTINA:

Existen dos métodos posibles que podrian aplicarse rutinariamente en las
cuales hay la necesidad de preparar las muestras, siendo necesario poner un
estandar intemno:

1.- La inyeccién directa de la muestra con un estandar interno: Esta
técnica puede emplearse bastante bien, pero después de un tiempo las muestras
de sangre pueden contaminar el puerto de inyeccion. Esto se evita diluyendo las
muestras de sangre al afadir el estandar internc y utilizando una precolumna, 12
cual deberd cambiarse frecuentemente (Pentom, 1985). El hecho de inyectar
grandes cantidades de agua limita las opciones de columnas y la jeringa debe
lavarse entre una y otra inyeccién para que no se tape, este método es el éptimo
para andlisis individuales y la calibracion es minima.

2.- Analisis de espacio de cabeza caliente (Head- space): Analiza el
vapor presente sobre una solucion a una determinada temperatura de equilibrio y
que contiene un estandar intemo. Esta técnica tiene la ventaja de poder analizar
muestras bioloégicas sin previa extraccién o separacion (Jones, 1988; Brien, 1980).
Los problemas que pudieran presentarse al inyectar la muestra directamente
podrian resolverse inyectando la fase presente en el llamado espacio de cabeza
{Penton, 1985). En este método no existe la necesidad de limpiar las jeringas entre
una y otra determinacion, sin embargo se sugiere hacerlo.

El empleo de Porapak Q cotno empadue de la columna se sugiere por tener
la propiedad de separar bien, moléculas pequefias como el etanol e isopropano!
{Jones, 1989; Machata, 1972).

Los estandares internos de etanol e isopropanol pueden conservarse a 4°C
sin cambiar su concentracién hasta por varias semanas (Coldwell, 1971).

Para obtener la curva de calibracion se emplearan cantidades de alcohol e
isopropanol conocidas y que variaran de acuerdo a la cantidad de alcohol que se
espera encontrar en las muestras problema. Dicha cuiva se obtiene por ensayo -
error,

MANEJO DE LA MUESTRA:

La cuantificacién de etanol puede redlizarse tanto en muestras
heparinizadas como en las coaguladas (Senkowski, 1990). Sin embargo la
coagulacion puede interferr parcialmente con los resultados, por lo que se
recomienda heparinizar las muesiras de sangre al momente de colectarias {Jones,
1989).

El tiempo que tarde en procasar |la muestra debe ser menor a 24 horas
{Coidwell, 1971) debido a una tendencia a aumentarse el acetaldehido.

Et nivel maxime de acetaldehido en la muesira se obtiene a los 3-4 dias.
Algunos estudios demuestran que la pérdida de etanol por evaporacidn u oxidacion
enzimatica es minima, Sin embargo la aplicacion de Tiourea y &acido perclérico
puede utilizarse para prevenir la oxidacidn enzimatica del etanal {Hammond, 1975;
Eriksson, 1975). En este proceso existe la formacidn de acetaldehido durante 1a
desproteinizacion de las muestras (Stowell, 1977; Garrow, 1982},

El empleo del sonicado y desproleinizacién son procesos importantes para
liberar ¢ etano! y acetaldehido intraeritrocitario, con lo cual se asegura una mejor
linearidad de la curva de calibracién {Beljean, 1989).

Las concentraciones de etanol e isopropano! se obtienen midiendo las
alturas de los picos respectivos y por determinacion del area bajo la curva (ABC) a
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través de un integrador se obtiene la relacién ABC de! etanol/ABC de isopropancl
(Beliean, 1989). Este procedimiento permite mayor tolerancia cundo las
desviaciones estandar aumentan debido a que la concentracion de etanc! de la
muestra aumenta (Jones, 1989).

Aspectos que hay que considerar antes de trabajar (experiencias propias);

1. Revisar que no haya fugas en la tuberia que conecta los gases al cromatdgrafo. Esto
se detecta con un liquido especial para deteccion de fugas.
2. Medir con un flujometro (burbuja de jab6n) que el volumen de los gases sea (a
adecuada a través de la columna y ei detector,
3. Verificar con un espejo que el detector de flama esté encendido (se puede observar
el vapor de agua).
4. Dejar encendido el cromatografo 30 minutos 0 méas para estabilizar las condiciones
de trabajo.
5. Las jeringas que se van a emplear para inyectar fas muestras es recomendable
llenarlas de aire e inyectarlo al cromatégrafo para verificar que estén limpias.
6. Cambiar la septa del inyector cada 50 inyectiones 0 menos para evitar que por el
uso excesivo se pierda la muestra al inyectaria al cromatdgrafo.
7. Verificar que 1a temperatura del bafic maria permanezca constante (70 °C).
8. Si llegaran a salir picos inespecificos en el cromatograma, se recomienda
incrementar la temperatura y dejar el aparato prendido por una noche, o bien inyectar
metanol de 1a 3 pl 0 mas.
9. Verificar que el graficador esté conectado al cromatografo y que las plumillas tengan
tinta.
10. Apuntar en el cromatograma la muestra inyectada y las condiciones de trabajo.

Estas son algunas recomendaciones que sugiero ayudaran a evitar la
pérdida de muestras y optimizaran e) material.



