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Resumen

Se ha reportado que el metabolismeo del etanol genera radicales libres
{RL}). Ei estudio de los efectos de los RL en las moléculas orgdnicas se ha
enfocado principalmente al dafo que ocasiona en ios lipidos, mientras que
los efectos que produce en las proteinas han sido poco estudiados; se ha
encontrado que los agentes oxidantes alteran la estructura de las proteinas y
asi incrementan su susceptibilidad a los sistemas proteoliticos celulares,
Observando esto se decidié determinar sl la intoxicacién aguda por etanol
aumentaba la protedlisis en el eritrocito de rata, ocasionada por el
metabolismo del alcohol en organismos in vivo.

El eritrocito, a pesar de no ser una célula completa, puede ser un
modelo viable para estudiar las alteraciones en las proteinas, provocadas
por la ingestion aguda de etanol.

Se sabe que la cuantificacion de aminoacidos es un indice para
determinar la protedlisis, en nuestro caso se consideran como indicadores
de la misma a la Alanina (Ala) y Tirosina (Tir) en eritrocito, en plasma los
aminoacidos fueron considerados como indicadores de la poza de alanina y
tirosina, de manera que sus concentraciones son el resultado de la
liberacion y de la captacion de alanina y tirosina por todos los tejidos.

Se utilizaron ratas Wistar mache de 200 g + 20 se mantuvieron en
ayuno por 12 horas antes de la intoxicacién. Los animales recibieron una

dosis unica de etanol {5 g/kg de peso corporal de una solucidn al 60% viv).




Los animales fueron sacrificados por decapitacion y la sangre se colectd en
tubos heparinizados separando el paquete globular del plasma por
centrifugacion. Se agruparon lotes de 5 animales por cada tratamiento. A un
grupo unico se le midieron los valores antes mencionados en ayuno y sin
tratamiento. Los resultados fueron interpolados en curvas estandar de los
mencionados aminoécidos.

Nuestros resultados indican contrariamente a lo esperado, que el
etanol determina una disminucién en la protedlisis en eritrocitos ya que se
presenta un decremento en la concentracién de aminoacidos, tanto de Tir
como de Ala, esto con respecto al basal; en relacion al plasma la alanina y
tirosina también descienden, presentan diferencias significativas con
respecto a los controles y al basal.

El efecto antiproteolitico del etanol podria estar mediado por una
descarga adrenérgica, ya que se ha demostrado que la ingestién de etanol
produce una elevacién de las catecolaminas, a su vez el etanol inhibe el
catabolismo de estas hormonas,

El estudio de otros indicadores de daiio protenico se sugiere para

conocer con precisién el efecto de una dosis elevada de etanol sobre las

proteinas.



INTRODUCCION

Aspectos Historicos

El etanol es una molécula que se encuentra presente en los procesos
de fermentacién de granos y frutos debido a la accién metabdlica de las
levaduras. Tiene un alto valor energético de 7 kcal/mol, ligeramente menor al
proporcionado por los lipidos que es de 9 kcal/mal. A excepcién de ciertos
microorganismos que la utilizan como fuente de carbono (bacterias), éste no
es producido por otros organismos en cantidades importantes, incluyendo a
los mamiferos (entre ellos el hombre) y en situacion natural no constituye
una fuente importante de nutrimento. Sin embargo, se han detectado
numerosas enzimas que se encargan de su metabolismo, en el caso de los
mamiferos se han localizade en la mayoria de los tejidos. De lo anterior
surge la pregunta: ¢por qué una molécula que no es propia del metabolismo
animal, a excepcion de los rumiantes cuya fiora intestinal lo produce en
cantidades micromolares cuenta con mas de 200 diferentes enzimas e
isoenzimas para ser metabolizada? (Zentella et af, 1993)

Es muy probable que el hombre camenzara a ingerir alcohol, desde la
mas remota antigliedad, procedente de los frutos que encontrara tirados en
estado parcial de descomposicién, lo mismo sucederia con los granos al
comenzar a almacenarlos y consumirios en estado fermentativo (Velasco,
1992). Una vez que el hombre razond sobre los procesos naturales por los
que era posible imitar a la naturaleza comenzé a elaborar bebidas

alcohdlicas, hay indicios de la elaboracién de cerveza y vino por parte de los




egipcios (Kricka and Clark, 1979), fenicios y chinos a partir de granos, o
pulgue en el caso de los aztecas obtenido de [a savia del maguey {Milke,
1995). La Biblia se encuentran citas con referencia a bebidas alcohélicas,
principalmente vino (Kricka and Clark, 1979}). Sin embargo es de notar que
estas bebidas tenian un uso en festividades religiosas, ya que sus
propiedades: efervescencia del bebedor y desinhibicién, eran considerados
como un modo de acercarse a las divinidades, por eso no es de extrafiar que
su uso se limitara a las clases superiores como la realeza y sacerdotes, y
que se castigara incluso con la muerte a los que osaran desafiar las leyes.
Es muy probable que el consumo de bebidas alcohdlicas se desarrolflara
dentro de los ejércitos y las clases mas pobres como un medio para olvidar
sus penas, y este habito se extenderia hacia otros grupos sociales y otros
territorios, sin embargo también existieron obsticulos que impidieron su
diseminacién como lo fue y es la religibn musulmana que prohibe el
consumo de cualquier bebida alcohdlica aun en las castas sociales mas
privilegiadas {(Dwight, 1976).

Es notable que en algunas civilizaciones el uso del alcohol fuera un
rasgo de la vida diaria. Tal es el caso de la antigua Inglaterra Victoriana,
donde el consumo de bebidas alcohdlicas aumenté su prevalencia a
mediados de 1870, en la actualidad el abuso de las bebidas alcohélicas es
uno de los mayores problemas de salud publica en un namero cada vez

mayor de sociedades (Kricka and Clark, 1979).




El etanol o alcohol etilico es una molécula que en los mamiferos esta
presente en el intestino a bajas concentraciones debido a su produccion
normal durante la actividad fermentativa de la flora gastrointestinal, por eso
no es de extraiiar que se descubriera en varios tejidos la habilidad de oxidar
etanof a acetaldehido y acido acético y se realizara la subsecuente
purificacion de las alcohol y aldehido deshidrogenasas en los tejidos
animales.

El alcohol etilico se consume en grandes cantidades en forma de
diversos tipos de bebidas alcohdlicas, tales como cerveza, vino, licores, etc.
Sin embargo, se debe notar que excepto los humanos, los animales
superiores ni consumen ni producen suficientes cantidades de alcohol para
justificar la presencia de tantas isoenzimas capaces de oxidar etanol a
acetaldehido (Zentella et al, 1993). Hay que hacer notar que existen
variaciones genéticas que influyen en el polimorfismo de las enzimas
responsables del metabolismo del etanol, ademas de. otros factores como la
edad, sexo, estado de ayuno o alimentacidn, etc., que contribuyen a la
absorcion, la distribucidn y el metabolismo del alcohol (Riveros, 1997).

Aunque la mayoria de la gente consume alcohol (en cantidades
moderadas), no presentan problemas; sin embargo pueden presentarse
problemas agudos o crénicos debido a la ingesta de etanol, principalmente
en funcién de la cantidad de etancl ingerida y el periodo de consumo. Cada
individuo responde de forma diferente al consumo de etanol, desde

modificaciones de conducta al ingerir cantidades moderadas, o bien




ingieren cantidades considerables de etano! y casi no modifican su conducta
{*tabla 1). Inclusive los d6rganos blanco son diferentes con respecto a la
ingesta crénica de alcohoi: en algunos es el sistema nervioso central, en
otros el higado y algunos mas el pancreas. Incluso aquellos que tienen
lesiones hepaticas pueden ser de varios tipos: hepatitis, esteatosis, fibrosis
o comhinacion de alguna de las tres anotadas. En conclusién hay gran
variedad racial, sexual e individua! con respecto al manejo y tolerancia al
etanol y posiblemente a sus productos de oxidacién o a los cambios
metabdlicos que ocasione la oxidacién de grandes cantidades de
etancl.(Zentella y Pifia 1987,Holtzman ef al 1985)

*En esta labla todas modifican la conducta de manera mas 0 menos uniforme




Tabla 1 Concentracidon de etanol en sangre y algunos indicadores del

comportamiento

| Concentracion de etanol en | Namero de bebidas | Indicadores sitnacion
sangre con las que se aproximados del legal al

. mg/100ml mmolas/l |puede alcanzar la | comportamiento manejar

concentracion

indicada*

Normal, ligeramente

euforico

Eufoérico, verborreico,

ligeramente

incoordinado, no debe

manejar

Excitado, con frecuencia

agresivo, irreflexivo,

irresponsable.

Deprimido, obviamente

incoordinado

Muy deprimido, hay que

ayudarlo a caminar.

mas de 100 Limite de tolerancia,
peligro de muerte

* Dada la enorme variabilidad a la respuesta al etanol, esta columna de datos aproximados
adaptados a las siguientes condiciones: la unidad de bebida es la copa normal de 1 onza o
una botella de cerveza o una copa de vino de mesa; se refiere a la ingestién del nimero de
bebidas anotado por un individuo de 65 kilos, en ayuno, que ingiere el alcohol en un periodo
aproximado de 80 a 120 minutos. La situacién cambia si el individuo tiene otro peso

corporal, si ingiere alimentos o si consume el alcohol a una velocidad diferente, {Referido

en Zentella y cois, 1987}




Metabolismo del etanol

Absorcion

La ruta de administracion del etanol es determinante en Ja distribucion
y en la velocidad de su mecanismo. Generalmente la administracién se hace
por via oral, una vez que el alcohol es ingerido se absorbe por: la mucosa
epitelial de la boca (Bode, 1980; Kricka and Clark 1979) y como vapor por los
alvéolos pulmonares {Gibson, 1975; Nomiyama and Nomiyama, 1974), como
esta via es practicamente indetectable, puede considerarse que casi todo el
alcohol ingerido va hacia el estdmago, donde es absorbido por difusién
simple a través del epitelio del estémago e intestinos de una manera muy
parecida a la que ocurre con ¢l agua, y es canalizado por [a vena porta
directamente hacia el higado para ser metabolizado. Menos del 10% del
etanol ingerido es eliminado a través del rifion, pulmén y piel {Moser et al,
1968; Bosrom and Li, 1981), la mayor parte del metabolismo del etanol
ocurre en el higado donde es oxidado; sin embargo existe un metabolismo
extrahepatico, aunque en menor proporcién {fig 1). El higado es e} principal
érganc responsable de la oxidacion y eliminacién del alcohol ingerido, asi

también de la mayoria de drogas y xenobiéticos que se consumen.
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Fig 1 Metabolismo hepatico y extrahepatico del etancl (Tomado de Zentella 1993)

El porcentaje de etanol absorbido de una dosis dada tiene grandes
variaciones individuales, aunque la absorcidn del etanol parece estar

también bajo control genético (Reed et al/, 1976), existen ademdis otros

factores que pueden modificarla (tabla 2}




Tabla 2 Factores que afectan la absorcion del etanol

Concentracién del etanol

Flujo sanguineo en el sitio de absorcion
Velocidad de ingestion

Tipo y caracteristicas irritantes de la bebida
Comida

Vaciamiento gdastrico
Deficiencia proteinica
Temperatura corporal
Ejercicio fisico

Ciclo menstrual

Modificada de Agarwal nad Guede, 1939

Oxidacion del etanol

En el higado existen tres sistemas enzimdticos capaces de llevar a cabo la
oxidacién del etanol {fig. 2):

1} El primer sistema estd formado por una serie de enzimas
especializadas conocidas genéricamente como alcoholes deshidrogenasas o
ADHs, las cuales se encuentran en el citosol de los diferentes tejidos,
principalmente el hepatico. Estas enzimas promueven la oxidacién del etanol
a acetaldehido, acoplando esta reaccién con la reduccién de un dinucledtido
de adenina nicotinamida (NAD").

2) El segundo sistema se encuentra dentro de los peroxisomas de los
hepatocitos, en este sistema, la oxidaciéon de una molécula de etanol a
acetaldehido se acompania de la descomposicién de una molécula de

peréxido de hidrégeno en una reaccién catalizada por la enzima catalasa.



3) Ei tercer y ultimo sistema oxidante es el llamado Sistema
Microsomal Oxidante de Etanol (MEQOS), el cual esta localizado en el interior
de los microsomas y requiere la participacion det citocromo P-450. El
citocromo P-450 acopla la oxidacién del etanol y del fosfato dinucleétido de
adenina nicotinamida (NADPH) a la reduccion de una molécula de oxigeno
para formar peréxido de hidrégeno.

Estos tres sistemas trabajan simultineamente en presencia de
alcohol, con diferentes actividades y afinidades,

Ademas de los sistemas enzimdticos descritos para la oxidacién del
etanol, hay un mecanismo de oxidacién no enzimitico el cual debe ser
funcional in vivo y depende de la participacién de hierro quelado en
presencia de radicales hidroxil (reaccion de Fenton). Por su importancia,
este sistema serd descrito mas delante en forma detallada.

Finalmente existe una via metabdlica no oxidaiiva donde el etanol
forma ésteres etil de acidos grasos por mediacién de una sintetasa de éster
etil de acidos grasos, aunque su participacién no es significativa en el

metabolismo total del etanol.

Oxidacion del acetaldehido

El acetaldehido es el principal metabolito generado en el primer paso
del catabolismo hepatico del etanol, es una molécula altamente reactiva y

puede formar aductos con diversas moléculas. En este sentido, gran parte
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de los efectos téxicos asociados con la ingestion aguda o cronica de etanol
son atribuidos a la formacion de aductos de acetaldehido.

El acetaldehido es producido principalmente en el higado y es oxidado
a través de tres vias metabdlicas (fig. 2):

1) El primero mediado por un sistema enzimatico conocido ¢omo
aldehido deshidrogenasa o ALDHs, el cual cataliza la oxidacién de!
acetaldehido a acetato en una reaccién que requiere NAD* como el aceptor
de electrones.

2) En la segunda via participa la aldehido oxidasa ¢ AO, una enzima
muy pobremente estudiada, la cual cataliza la oxidacién del acetaldehido
hacia acetato en una reaccion dependiente de oxigeno.

3) La tercer via, descrita recientemente, es llamada el Sistema
Microsomal de Oxidacion del Acetaldehido o también llamado MAOS. Este
sistema requiere la participacién del citocromo P-450 y lleva a cabo la
oxidacién del acetaldehido hacia acetato en una reaccién acoplada a ia
oxidacion de un fosfato dinucleétido de adenina nicotidamina reducida, en

una reaccién andloga a la realizada por la MEQS sobre el etanol.



Fig. 2 Principales rutas metabélicas del metabolismo del alcohol y acetaldehido.

Oxidacion no enzimatica

H; Fe 2H,
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Generacion de radicales libres durante el
metabolismo del etanol

El etanol es la droga mas usada en todo el mundo. Este produce
una serie de condiciones patolégicas variando de una intoxicacién simple a
severa. Muchos de los esfuerzos han sido dirigidos a revelar los
mecanismos bioquimicos del dafio celular producido por etanol (Zentella et
al, 1994). La generacién de radicales libres atribuibles al metabolismo del
etanol ha recibido mucha atencién en los dltimos afios (Mira et al, 1995,
Bondy and Guo, 1994, Cederbaum, 1989). Tales radicales son responsables
de la peroxidacién lipidica (LP} en muchos tejidos (cerebro, higado y
testiculos), observada después de una ingesta de etanol {Normann et al,
1992). Se ha reportado que el etanol induce un incremento de dienos
conjugados y LP en los fosfolipidos de alcohdlicos crénicos, un hecho que
sugiere un efecto mediado por radicales libres. Se ha reportado daiio a las
proteinas de la membrana de los eritrocitos (RBC) en experimentos in vitro
(Gutiérrez, 1993} causados por acetaldehido pero a mucho mayor
concentracion (hasta 10mM), que el encontrado en plasma después de una
daosis oral unica de etanol (hasta 100 uM).

Un radical libre (RL), es cualquier especie quimica ya sea atémica o
molecular, capaz de existir independientemente y que contiene uno o mas
electrones desapareados, la molécula de oxigeno es un birradical pues tiene
dos electrones desapareados, cada uno localizado en un orbital diferente y

con su giro (spin) en la misma direccién (TT). Existen diferentes formas del
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oxigeno: singulete de oxigeno delta, radical superéxido, lon perédxido,
singuiete de oxigeno sigma, radical hidroxilo, etc., algunos de ellos muy
reactivos. Los radicales del oxigeno pueden actuar como agentes oxidantes
y reductores. Cuando un RL reacciona con un compuesto no radical, pueden
formarse otros RL ya que induce una reaccién en cadena que amplifica el
fenémeno miles de veces {Zentella, 1994a).

Los RL interactdan con todas las moléculas organicas (tabla 3), acidos
grasos, carbohidratos, acidos nucleicos y proteinas, modificando su
estructura, funciones, sitios activos, polaridad, etc., lo que ocasiona dafios
serios en las funciones organicas, aunque estas alteraciones dependen del
tiempo de exposicién, edad del individuo, defensas antioxidantes, entre

otras (Zenteila, 1994a}.

Tabla 3. Compuestos celulares alterados por la accién de los radicales libres
del oxigeno

Polimeros estructurales | Dafio

DNA Causa mutaciones,
inhibicidn de la sintesis
de proteinas,
nucledtidos y dcidos
nucieicos

Proteinas Causa cambios en Ia
estructura, oxidacion
de grupos sulfhidrilo
Lipidos Lipoperoxidacién
carbohidratos Despolimerizacion de
polisacaridos

(modificado de Pacifici, 1991)

Hay evidencia suficiente para considerar la conversién del etanol en

radical libre, como otra via alterna. Normalmente en las mitocondrias y en el
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reticulo endoplasmico, se producen radicales -OH in vivo, procedentes del
peréxido de hidrogeno generado en estos organelos, esto sucede via la

reaccion de Fenton:

H:0, + Fe* = Fe* +O0H + OHW

Fe* + 0, = Fe? + Oy
Fe'IFe’*
0 + H0; = Op + OH  + OH-

También otras enzimas producen H;0., por ejempio: D-amino oxidasas,
glicolato y urato oxidasas. Chance et a/ (1979) ha concluido que
aproximadamente 82 nmolas/min/g de agua oxigenada se producen en el
higado de rata en condiciones normales, de manera que siempre hay -OH

disponibles, capaces de oxidar el etanol y dar lugar al radical 1-hidroxietilo y

agua.

CH;-CH;-OH + -OH——p CH;--CH-OH + H;0
La sustraccién de un atomo de H del etanol puede conducir a la
produccién de otros radicales libres (Reinke, 1991), principalmente 2-
hidroxietilo y el radical etoxilo (Zentella et al 1994a, Cederbaum 1989), anion
superdxido (Bautista and Spitzer 1992)
Asi mismo otros trabajos evidencian la generacién de radicales libres
durante el metabolismo del alcohol (Mira et al, 1995, Bautista and Spitzer,

1992), esto es debido a la oxidacién de NADH por AQ produciendo NAD®




dando lugar a una continua generacion de especies reactivas de oxigeno -

radicales libres- (fig. 3).

Etano) Ve NAD* B

V- ( ;
\/“\/
AA

Acetato -

Acetaldehido

Fig. 3 Ciclo activado por Aldehido Oxidasa {AO) ocasionando una constante produccion de
especies reactivas de oxigeno (RL). {3)




El eritrocito

Caracteristicas generales

El eritrocito maduro es un disco bicéncavo con un diametro promedio

de By, espesor de 2 y un volumen de 90 fl {fig 4).

Fig. 4 Representacién frontal y transversal (Tomado de Hillman, 1987)

Sin nicleo y sin mitocondrias, la célula ha perdide su capacidad de
sintetizar proteinas. Su limitado metabolismo es apenas suficiente para
sustentarlo durante los cuatro meses que dura su vida en circulacién.
Puesto que el eritrocito maduro es anucleado, tiene un metabolismo Onico,
En ausencia de mitocondrias, hay poca capacidad de metabolizar acidos
grasos y aminoacidos. La energia se genera casi exclusivamente a través de
la degradaciéon de glucosa (fig. 5). Es conveniente dividir esta actividad

metabdlica en la via anaerdbica principal (Embden-Meyerhof) y en tres vias



auxiliares. Todas estéan relacionadas y deben funcionar de manera adecuada

si el eritrocito va a transportar oxigeno normalmente y a sobrevivir en la

circulacién (Hillman, 1987)

HAO, YP

‘N

Fig. 5 Metabolismo del eritrocito
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Debido a su falta de nicleo y mitocondrias, no pueden sintetizar proteinas ni
lipidos de la membrana, solamente viven un promedio de 120 dias en la
circulacién sin renovacién de dichas moléculas, se protegen contra
radicales libres (Halliwell and Gutterdge, 1989) entre ellos O; y H:0.
mediante las enzimas CuSOD, ZnSOQD , catalasa, glutatién reductasa,

glutatién peroxidasa y la via de las pentosas {fig. 6)

12 0,+H,0

Oxihemoglobina
fo) CAT
2
SOD
Superdxido =——> H,0, _
Hemoglobina
GP
H

o
MR Metahemoglobina GS
H,0
GR G5sG
ADP+

NADPH

Fig 6 Proteccién de los eritrocitos contra el dafio producido por radicales libres ylu
oxidacién de la hemoglobina. (Tomado de Halliwell, 1989). MR: Metahemoglobina reductasa
SOD: Cu y Zn superdxido dismutasa CAT: catalasa GP: gfutation perdxidasa GR; glutation
reductasa PPP: via de la pentosa fosfato (por sus siglas en inglés)
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Los eritrocitos sin embargo pueden degradar proteinas modificadas
oxidativamente, por medio del proteosoma (Grune and Davies, 1997). Por
otra parte, se han detectado otras enzimas que pueden oxidar el etanol:
aleochol deshidrogenasa o ADH (Lizano et al/, 1998; Sanz ef al, 1995), y

Aldehido deshidrogenasa o ALDH {Dockham et al, 1997).

Ei proteosoma

Es un complejo multicatalitico de alto peso molecular
{aproximadamente de 700 kDa)}, que comprende una proteinasa intracelular
la cual ha sido aislada bajo diversos nombres de una amplia variedad de
células eucaridticas y tejidos. El proteosoma estd conservado desde
arquebacterias a humanos; sin embargo, la complejidad de la composicién
de subunidades y, por resultado, las propiedades cataliticas se han
incrementado durante la evolucién. El complejo esta compuesto de al menos
24 subunidades las cuales incluyen diferentes polipéptidos arreglados en
una estructura cilindrica (Rivett, 1953). En contraste a enzimas
pertenecientes a las cuatros familias clasicas de proteasas (proteasas
séricas, cisteinicas, metalo y asparticas), el proteosoma eucariético 20s
representa una proteasa con una amplia actividad especifica, no estj
relacionada cercanamente a ningan tipo conocido de proteasa y se presume
que representa una nueva familia de enzimas proteocliticas {Schmidt, 1997).
Hay evidencia que sugiere que juega un rol principal en vias no lisosomales
de interconversidn intracelular proteinica. Dado que el eritrocito no presenta

sistema lisosomal, éste es el unico sistema proteolitico.
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{os eritrocitos sin embargoe pueden degradar proteinas modificadas
oxidativamente, por medio del proteosoma (Grune and Davies, 1997). Por
otra parte, se han detectado otras enzimas que pueden oxidar el etanol:
alcohol deshidrogenasa o ADH (Lizano et al, 1998; Sanz et alJ, 1995), y

Aldehido deshidrogenasa o ALDH (Dockham et af, 1997).

El proteosoma

Es un complejo multicatalitico de alto pesoc molecular
(aproximadamente de 700 kDa), que comprende una proteinasa intracelular
la cual ha sido aislada bajo diversos nombres de una amplia variedad de
células eucarioticas y tejidos. El proteosoma estd conservado desde
arquebacterias a humanos; sin embargo, la complejidad de la composicién
de subunidades y, por resultado, las propiedades cataliticas se han
incrementado durante la evolucion. El complejo esta compuesto de al menos
24 subunidades las cuales incluyen diferentes polipéptidos arreglados en
una estructura cilindrica (Rivett, 1993). En contraste a enzimas
pertenecientes a las cuatros familias clasicas de proteasas (proteasas
séricas, cisteinicas, metalo y asparticas), el proteosoma eucariético 20s
representa una proteasa con una amplia actividad especifica, no esta
relacionada cercanamente a ningin tipe conocido de proteasa y se presume
que representa una nueva familia de enzimas proteoliticas (Schmidt, 1997).
Hay evidencia que sugiere que juega un rol principal en vias no lisosomales
de interconversion intracelular proteinica. Dado que el eritrocito no presenta

sistema lisosomal, éste es el Gnico sistema proteolitico.
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ANTECEDENTES

El estudio de los efectos de los RL en las moléculas organicas se ha
enfocado, principalmente, al dafio que producen en lipidos estructurales de
la membrana (Chiu et al, 1989}, mientras que los efectos de los RL sobre las
proteinas han sido menos estudiados, se ha encontrado que los agentes
oxidantes alteran la estructura de las proteinas y asi incrementan la
susceptibilidad proteolitica (Davies, 1987, Davies and Golberg 1987e). Se ha
descrito una susceptibilidad general de tas proteinas a los radicales de
oxigeno {Davies, 1987a, 1987b, 1987c, 1987d), también se ha visto, en
experimentos jn vitro (Runge-Morris et al, 1988), que se estimula la
protedlisis debido a la alteracién de las proteinas y su degradacién por parte
de los sistemas proteoliticos celulares (Davies and Golberg, 1987f). De
manera general las modificaciones oxidativas de las proteinas se pueden
agrupar en alteraciones del peso molecular (agregacién y fragmentacion)
aiteracién de las cargas netas (+ o -), pérdida de triptofano y produccion de

bitirosina (Davies, 1987a, 1987b, 1987¢, 1987d) (Fig. 7).
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Fig 7 Alteracion de proteinas por RL de origen extracelular e intracelular

Asi mismo, en experimentos in vitro se demostré que la generacién
de radicales libres produce un incremento en la degradacién de proteina
(Mortensen et al, 1991). Observando esto, se decidié determinar si la
intoxicacién aguda por etanol aumentaba la protedlisis en el eritrocito de
rata, debido a la generacidn de radicales libres ocasionada por el

metabolismo del alcohel en organismos in vivo.
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El eritrocito, a pesar de no ser una célula completa, puede ser
un buen modelo simple para estudiar las alteraciones en las proteinas,
provocadas por la ingestion aguda y excesiva de etanol, en vista de su
acceso facil y de su active metabolismo, ademas al no tener organelos ni
sintetizar proteinas y por lo tanto no hay recambio de las mismas, todo esto
ofrece ventajas en relacion al estudio de los dafios ocasionados por una

exagerada produccién de radicales libres.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si la intoxicacion aguda con etanol modifica la protedlisis en los

eritrocitos de rata.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar si la proteélisis inducida con etanol en eritrocitos puede ser
cuantificada mediante un incremento en la liberacién de alanina y tirosina

en relacién con los animales control.

Determinar si el etanol modifica la concentracion de alanina y tirosina en

plasma.

HIPOTESIS GENERAL

E! metabolismo del etanol en la intoxicacién aguda produce un exceso de

radicales libres que alteran la estructura de las proteinas celulares del

eritrocito promoviendo un efecto proteolitico.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 200 g +/- 20 g. Los
arimales fueron alimentados con Nutricubos (Purina de México, S.A.)
consumieron agua ad libitum y permanecieron en ayuno durante 12 horas
antes del tratamiento. Los animales recibieron una dosis lnica de etanol {5
g/kg de peso corporal de una solucién al 60% v/v) o una cantidad isocalorica
de glucosa a través de una sonda orogastrica. Se agruparon en lotes de 5
animales por cada tratamiento y en los siguientes tiempos: a las 2, 4,8 y 12
horas pds-tratamiento {Caballero, 1998).. Los animales fueron sacrificados
por decapitacién y la sangre colectada para la determinacién de protedlisis
medida por la liberacién de alanina y tirosina tanto en eritrocitos como en
ptasma. A un grupo lnico en ayuno y sin tratamiento, se le midieron los
valores basales de los aminoacidos mencionados. Los resultados fueron
interpolados con curvas estandar de los mencionados aminoacidos. En
todos los casos se cuantificéd la proteina por el método de Bradford

{Bradford,1976). Las concentraciones de ambos aminoacidos se expresaron

como nmolas por mg de proteina.

Reactivos y equipo

La enzima L-alanina deshidrogenasa, hidrato de hidrazina y p-NAD (-

dinucledtido de adenina nicotidamina) se obtuvieron de Sigma, el 1,2
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dicloroetanol se obtuvo de Aldrich, todos los demas reactivos son de la mas
alta pureza disponible. Se utilizé un espectrofotémetro Beckman DU 600 y se
utilizaron cuvetas de cuarzo de Sigma de 2 ml.

Para la determinacién de alanina (Ala) se utilizé la técnica de
cuantificacién de alanina referida en Methods en Enzymology (Pacifi and
Davies, 1993), y para la determinacion de tirosina (Tir) por la reaccion de esta

con el 1-nitroso 2-naftol (Udenfriend and Cooper, 1952, Waalkes and

Udenfriend, 1957).

Determinacion de Alanina

Ya que la alanina no puede ser sintetizada de novo o por
interconversion metabdlica en el eritrocito su presencia es un buen
indicador de protedlisis. Brevemente la técnica es la siguiente: a 3 ml de
paquete globular {RBC) o plasma se le adiciona 1 ml de acido perclérico 1.6
M, para desproteinizar, agitandolo en vortex, dejandose reposar 10 min. en
hieto, la suspensién es centrifugada a 5,000gx10min a 4°C, después se ajusta
1 ml de sobrenadante a pH 9 al agregar 0.2 ml de KOH (2.0 M} y se mantiene
el pH agregandc 0.8 ml de Tris HCI (0.5 M). Se deja 1 hora en hielo, durante
este tiempo los cristales de perclorato precipitan y se puede medir la
alanina en el sobrenadante. La medicién se realiza por la reduccién de NAD*
a NADH coenzima de la alanina deshidrogenasa en la presencia de alanina

como sustrato y acido pinivico como producto. Este puede ser medido a 340

nm en el espectrofotémetro.
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La alanina se mide en el paquete globular de eritrocitos porgque de
acuerdo con los autores la aparicidn de alanina en el eritrocito es indicativo
de la degradacion de proteinas, en el plasma también se mide la alanina
considerando en este caso al plasma como la poza de alanina de manera que

puede proceder no solo del eritrocito sino de otros tejidos.

alanina deshidrogenasa

L-alanina + H, 0 / » piruvato + NH

NAD+ NADH

Determinacion de Tirosina

Otro indicador de la protedlisis, bien aceptado, es la liberacién de
tirosina, ya que puede ser considerada no inicamente como un marcador de
dafio oxidativo en proteinas sino también como un marcador enddégenc para
ia degradacion selectiva de proteinas modificadas oxidativamente. A 1 ml
del paquete globular o de plasma se le agregan 3 ml de agua destitada y 1
ml de acido tricloroacético al 20% para desproteinizar, agitindose en vértex,
y dejando reposar 10 min., para posteriormente centrifugar a 5,000g x 15
min. Posteriormente 1 ml del sobrenadante se le adiciona 1 mi de 1-nitroso 2-
naftel 0.1%, mas 1 ml de reactivo de acido nitrico, se agita en vértex y se
incuba por 30 min. a 37°C, se deja enfriar y se agrega 5 ml de dicloroetano
para extraer el nitrosonaftol que no haya reaccionado por medio de

centrifugacion lenta {1000g x 10 min). Se lee la fase acuosa a 450 nm en el
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espectrofotémetro. La tirosina forma un aducto con el nitrosonaftol que
puede leerse espectrofotométricamente a 450 nm. La densidad optica es
proporcional a la concentracién. La tirosina y el nitrosonaftol reaccionan

molécula a molécula con pérdida de agua, para formar un compuesto

amarillo estable,
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Resultados

El objetivo del presente trabajo es medir la protedlisis mediante la liberacion
de 2 aminoacidos, alanina (Ala) y tirosina (Tir), tanto en paquete globular

(eritrocitos) como en plasma.
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Figura 8.- Curso tempovral de la aparicién de alanina en plasma después de tratamiento.
a=P<0.05 etanol vs control b=P<0.05 etanol vs control c=P<0.05 etanol vs control d=P<0.05
etanol vs basal e=P<0.01 etanol vs basal f=P<0.01 etanol vs basal (n=5) (barras = error
estandar)

En la figura 8 (Ala en plasma) se presenta un curso temporal de la liberacién
de alanina después del tratamiento con etanol comparado contra el control
(sacarosa) y contra su liberacion en el tiempo 0. Puede observarse una
menor {liberacién de Ala hacia el plasma en las ratas tratadas con el etanol en
comparacion con el control. Este resultado es opuesto a lo esperado, se
observan diferencias significativas a las 2, 4 y 8 horas con respecto al
control, asi mismo existen diferencias significativas a las 2, 8 y 12 horas

cuando se compara contra tiempo 0 considerado como estado basal.
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Figura 9.- Curso temporal de |a aparicién de tirosina en plasma después de tratamiento.
a=P<0.01 etanol vs control b=P<0.005 etanol vs control c=P<0.01 control vs basal d=P<0.005
etanol vs basal ezP<0.01 etanol vs basal f=P<0.01 etanol vs basal {n=5) (barras = error
estandar}

En la figura 9 (Tir en plasma), se observa una disminucién en la liberacién de
Tir hacia el plasma, en las ratas tratadas con etanol, contrariamente a lo
esperado. Pueden observarse en el grupo tratado con etanol, diferencias
estadisticas a las 4 y 12 horas contra el control, asi mismo se observan
diferencias a las 4, 8 y 12 horas con respecto al basal, el grupo contro|

muestra también diferencias a las 4 horas con respecto al basal.
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Figura 10.- Curso temporal de la aparicién de alanina en eritrocitos después de tratamiento.
a=P<0.001 etanol vs control b=P<0.01 etancl vs control c=P<0.005 control vs basal
d=P<0.001 etanol vs basal (n=5} (barras = error estandar}

En la figura 10 {Ala en eritrocito), durante el curso temporal el grupo con el
tratamiento de etanol muestra una disminucién con respecto al grupo
control, opuestamente a lo esperado, se observan diferencias afas 2,4y 8
horas del grupo experimental con respecto a su control, solo se presentan

diferencias significativas a las 8 horas del control con respecto a su basal.

33




—&— Etanol {(59/kg)
—i— Sacarosa

0,32

0.28

0,24 +

0,20

nmolas de Tir/mg de proteina

b
0.00 4

T ! ! ! T T T 1

0 2 4 5] 8 10 12 14
Horas de tratamiento

Figura 11.- Curso temporal de la aparicién de tirosina en eritrocitos después de tratamiento.
a=P<0.01 etanol vs control (n=5) {barras = error estandar)

En la figura 11 {Tir en eritrocitos), solo se ven diferencias significativas hasta
las 12 horas del grupo experimental con respecto a su control, no se puede
concluir que exista una disminucion en la presencia del aminoacido ya que

puede tratarse de una mejor difusion.
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Otra forma de analizar los resultados obtenidos fue mediante la
mediciéon del area bajo la curva (representa el area bajo el tiempo
experimental 0 a 12 horas y esta dada en nmolas/mg de proteina™ x hr )
indicador global de la liberacidon de los aminodcidos. El grupo experimental,
contra lo esperado, muestra una disminucién comparade con el grupo
control (tablas 1 a 4). En la tabla 4 {Ala ep plasma) se observa una
disminucién del 30%, asi mismo en la tabla 5 (Tir en plasma) observamos la
misma disminucién qgue en el anterior (30%). En la tabla 6 (Ala en eritrocitos),
se observa la mayor diminucién con un 52%. Finalmente en la tabla 7 (Tir en

eritrocitos} se observa también una disminucién pero en este caso sole del

23 %.

Tabla 4. Concentracién de alanina en plasma nmolas/mg de proteina
Sacarosa Etanol (5g/kg)

0.454010.0870 0.3900+0.1260
0 .485410.0455 0.3209+0.0885%

0.876410.1070 0.5842+0.2150
|}‘ 12 0.7572+0.1317 0.5172+0.2198
Total 2.577310.3712 1.8123+0.6493
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Tabla 5. Concentracién de tirosina en plasma nmolas/mg de proteina

T

Sacarosa

1.010 7+0.2610

Etanol (5g/kg) ﬂ
1.1362+0.2490 |

0.843610.1950

0.9099+0.1690

1.8378£0.1952

1.071410.2702

1.9876+0.4196

1.2094+0.2950

5.6797+1.070 8

4.3269+0.9832

Tabia 6. Concentracion de alanina en eritrocitos nmolas/mg de proteina

[ Total Sacarosa Etanol {5g/kg)
2 0.0580+0.0210 0.0458+0.0170

T 4 0.0912+0.0300 0.0432+0.0110
8 0.1788+0.0628 0.0 732+0.0190

12 0.1198+0.0378 0.0520+0.0215
0.447810.1516 0.2142+0.0685

-52%

Tabla 7. Concentracién de tirosina en eritrocitos nmolas/mg de proteina

Sacarosa

Etanol (5g/kg)

0.3612+0.1180

0.3132+0.1070

0.3811+0.0840

0.324610.0970

0.7842+0.2190

0.5752+0.1250

0.8902+0.2680

0.479610.0860

2.416710.6890

1.692610.4150
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Discusidn

El etanol es un productor de radicales libres, los cuales actian sobre
las moléculas organicas modificando su estructura y/o funcién, lo que se
traduce en dafio celular cuando se rebasan las defensas antioxidantes
{Halliwell and Gutterdge, 1989).

A pesar de la extensa literatura respecto a los efectos del etanol sobre
el dafio a moléculas organicas, estos se han dirigido principalmente sobre
los lipidos, no asi a otras moléculas, como las proteinas, probablemente
perque después de una intoxicacién aguda o crénica, esta desemboca en el
estado conocido como higado graso.

Actualmente se sabe que el mecanismo de lipoperoxidacion difiere de
la oxidacién de proteinas, incluso el dafio proteinico se produce de manera
mas rapida y no requiere el dafio membranal como prerrequisito y que los
productos de lipoperoxidacién pueden reaccionar con las proteinas
formando uniones cruzadas; ademas se ha demostradec que los
antioxidantes ejercen efectos protectores al inhibir la lipoperoxidacion, pero
no protegen contra la degradacién de proteinas en un modelo agudo,
generador de radicales libres (Davies, 1987a).

La susceptibilidad proteolitica se ha relacionade con el cambio de
cargas netas (+ ¢ -) ya que esta aumenta linealmente con la
desnaturalizaciéon e hidrofobicidad, La exposicién repetida o mayor a

oxidantes aumenta la desnaturalizacién e hidrofobicidad, al mismo tiempo
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su susceptibilidad, por lo que este mecanismo puede representar [a sefial de
reconocimiento de los sistemas proteoliticos {Davies, 1993).

La degradacion de proteinas determina la liberacion de
aminoacidos libres (Amaci, 1989), los cuales funcionan come un indice de
degradacién proteica probablemente provocada por radicales libres
producidos durante una ingestién aguda de etanol.

El objetivo del presente trabajo es cuantificar la liberacion de 2
aminoacidos en eritrocito durante un curso temporal de administracién de
etanol (0-12 h), suponiendo que un incremento en su liberacion es un
indicador de aumento de la protedlisis; sin embargo esto no se observé,
sino que se presentd una disminuciéon en la liberacién de ambos
aminoéacidos, en el eritrocito.

Se observé una caida importante en la liberacidon de alanina en plasma
y eritrocitos ocasionada por una dosis aguda de etanol (5g/kg de peso
corporal), (figuras 8 y 10) la cantidad de tirosina en el plasma también
desciende (figura 9), mientras que en eritrocitos (figura 11) se observa un
descenso hasta las 12 horas, de este Ultimo indicador que resulta ser
significative (p=0.01) con respecto a su basal. El hecho de que |a
concentraciéon de aminoacides plasmaticos desciendan en forma paralela al
descenso en eritrocitos puede ser explicado también por una inhibicién de la
protedlisis en otros tejidos que se ve reflejado en la poza de aminoacidos en
el plasma.

Al analizar el area bajo l1a curva {el cual es un indicador giobal de la

liberacion de los aminoacidos), se puede apreciar en todos los grupos una
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disminucion de la concentracion de los amincacidos en el plasma y en los
eritrocitos de los animales tratados con etanol, detectindose una diferencia
maxima de alanina plasmatica de alrededor del 52% con respecto a su
control, la alanina asi como la tirosina en plasma, presentan un decremento
del 30% en ambos casos, mientras que la concentraciéon de tirosina en
eritrocitos desciende en un 23%. Los resultados estan de acuerdo con los
hallazgos en otros modelos de estudio, por ejemplo con una dosis aguda de
etanol (2g/kg, i.p.) se produce una disminucién de alanina en plasma {(Abdel-
Nabi, 1996), aunque la via de administracién fue intraperitoneal y la dosis de
alcohol fue menor a la manejada en este estudio. En otro modelo con dosis
cronicas de etanol {P8s6 and Hirisiwak, 1991), se encontré que se inhibe la
protedlisis en el higado perfundido de rata, (aproximadamente un 33%),
aunque en este caso se utilizé la liberacién de valina como marcador de
protedlisis. En otro estudio realizado en higado perfundido de rata, (Vom
Daht, 1998), y a una concentracién 20 mM de etanol se inhibid la protedlisis
en un 18.6% 12.0%, se utiliza en este caso [’H] feucina como indicador de
protedlisis. A pesar de las diferencias en los modelos de estudio: 6rgano
perfundido y animal integro no hay discrepancias esenciales con respecto a
los resultados.

La accién inhibitoria del etanol, puede ocurrir a través de dos
mecanismos:
1.- El etanol produce radicales libres que afectan al proteosoma, provocando

una disminucién en su actividad (Fataccioli et al, 1999).
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2.- El etanol provoca un estrés téxico y en consecuencia una elevacidn en
los niveles de epinefrina, responsables de la inhibicion de la protedlisis
(Kraezlin et al, 1989).

El primer punto podria servir como explicacion del resultado
encontrado en el estudio; sin embargo las condiciones de intoxicacién,
usadas en el trabajo de Fataccioli et al, {1999) son crénicas (4 semanas de
administracion oral con etanol al 10% en el agua de beber de los
organismos), asi mismo el proteosoma que se aislé fue de higado y no de
eritrocitos por lo que seria necesario probar la actividad del proteosoma de
eritrocitos después de una dosis aguda de etanol (5g/kg}.

La segunda propuesta es la mas favorecida por las evidencias
experimentales para explicar el resultado obtenido, ya que otros estudios
han demostrado que la epinefrina aumenta en plasma las siguientes
sustancias: giucosa (Shamoon, 1980), insulina (Del Prato, 1990, Shamoon,
1980 ), acidos grasos libres (Kraezlin ef al/, 1989) y glucagon (Del Prato,
1990}, a la vez que se disminuyen los aminoacidos en plasma (Flakoll, 1989).
Asi mismo se ha encontrado que et consumo de etanol en dosis agudas
{4g/kg) aumentan los niveles de epinefrina 6 veces, en ratas no estresadas,
mientras que en ratas estresadas es del orden de 20 veces (Vogel et al,
1986). En otro estudio se demostré que a concentraciones fisiolbgicas, la
epinefrina tiene una accién anticatabdlica sobre las proteinas musculares
{Fryburg et al, 1995). En un estudio in vitro se midi6 la protedlisis sobre
musculo de rata: en el cuarto posterior (Motoni1896), usando dosis agudas

de epinefrina (Epi 5 x 10°) y se observé una disminucién de! 50% de tirosina
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liberada resultado que concuerda con el obtenide en este trabajo. A su vez
el etanol inhibe el catabolismo de ia epinefrina (Riveros et al, 1987), por lo
gue su permanencia en plasma y tejidos es mayor dando lugar a un ciclo en
el cual continua inhibida la protedlisis hasta que disminuyan los niveles de
etanol en sangre.

Pe acuerdo con la literatura y nuestros resultados, puede decirse gue
tanto la administracion de epinefrina como de etanol, tienen efectos
similares en cuanto a que inhiben la protedlisis, siendo posible que el efecto
del etanol este mediado por epinefrina en vista de que a la dosis empleada
en nuestro modelo de estudio hay una importante liberacién de epinefrina.
Es también probable que la disminucion de la actividad del proteosoma
tenga una participacién importante dado que existen reportes que indican

que este sistema se inhibe en higado.

Conclusiones
En la hipétesis propuesta se planted inicialmente que la protedlisis al
igual que la lipoperoxidacién, aumenta durante la intoxicacion alcohdlica
aguda; sin embargo los resultados obtenidos en nuestro modelo de estudio,
indican que la protedlisis a diferencia de la lipoperoxidacion, disminuye
durante la intoxicacién alcohélica aguda.
Es probable que la protedlisis no sea el indicador idéneo para medir el

daiio proteinico producido durante la intoxicacién afcohdlica aguda y pueda
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demostrarse mas claramente midiendo otros indicadores de dario proteico
como son la carbonilacién y/o la oxidacidon de proteinas.

Se sugiere que para medir el dano proteinico producido por una dosis
de etanol se midan otros indicadores aparte de la degradacion proteinica,
como pueden ser la carbonilacidn de proteinas, la oxidacién de las mismas,
la presencia de proteinas de choque térmico que no solamente aparecen por
aumento de temperatura sino también por oxidaciéon misma de las proteinas.

Por udltimo, es recomendable hacer estudios en un modelo de animales
tratados con antagonistas de la epinefrina o bien con inhibidores de la
oxidacion de! etanol en cuyo caso se esperaria no hubiera inhibicién de la
protedlisis para confirmar nuestra propuesta de que la inhibicidon de la
protedlisis en nuestro modelo esta mediado por epinefrina y que esta a su
vez es la responsable de muchos de los efectos metabdlicos del etanol

administrado en forma aguda a una dosis elevada.
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