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Alumno : Matuz Mares Deyamira. Director de Tesis: Dr. Enrique Pifa Garza
RESUMEN

El glutation es un tripeptido y el principal antioxidante intracelular, actua como atrapador
de radicales libres y como reductor del H,O,, puede presentarse tanto en forma de tiol

reducido (GSH), como de disulfuro oxidado (GSSG). La suma de las formas tiol reducido
mas la de disulfuro oxidado, mas la porcion de glutation unido a proteinas se le conoce
como glutation total (GSHT). El glutation se encuentra en todos los 6rganos, pero donde se
presenta en mayor cantidad es en el higado, el cual actia como centro de sintesis
almacenamiento y distribucion de dicho tiol para su utilizacion por otros tejidos y 6rganos
periféricos. Estudios previos sehalan que el etanol, en dosis agudas, ocasiona el abatimiento
de los niveles de glutation y ademas tiene un efecto directo sobre el eje pituitario adrenal lo
que ocasiona un incremento en la liberacion de hormonas adrenérgicas. También se ha
documentado que en higados de rata perfundidos el eflujo de glutatién es estimulado por la
vasopresina, la epinefrina y el glucagon. En el presente estudio se analiza el efecto del
etanol sobre el GSHr en hepatocitos aislados, asi como el efecto de algunos agonistas
adrenérgicos sobre su movilizacion en tales células. En hepatocitos aislados provenientes
de células de animales alimentados ¢ ayunados incubados con una dosis aguda de etanol
(50 mM), se ocasiona una disminucion en los niveles de GSHy intracelular y extracelular.
La epinefrina, fenilefrina e isoproterenol producen un incremento estadisticamente
significativo (P< 0.01) en el eflujo de la poza celular de GSHr al medio de incubacion,
exclusivamente en hepatocitos aislados de ratas con 48 h de ayuno e incubados 1 h con los
aminoacidos Gln, Gly, Ser, Met. Este incremento en el eflujo no fue observado cuando los
hepatocitos fueron aislados de ratas alimentadas, o cuando la glucosa substituyd a los
aminoacidos (aa’s) indicados en el medio de incubacién. El contenido de GSHrt se
incremento después de 1 h de incubacion con los aa’s indicados. Los agonistas adrenérgicos
no modificaron el incremento de GSHrt obtenido solo con los aa’s, pero si su eflujo,
encontrandose una mayor cantidad de GSHr en el medio de incubacion En hepatocitos
aislados y bajo las condiciones del modelo experimental empleado se observa, en todos los
experimentos y de manera consistente una mayor cantidad de GSHy en el medio
extracelular. Los resultados obtenidos nos permiten concluir lo siguiente:
¢ La incubacion de hepatocitos en presencia de una dosis aguda de etanol ocasiona la
disminucion en los niveles de GSHry intracelular y extracelular, tanto en células de
animales alimentados como ayunados, lo que sugiere una disminucion en la sintesis
de GSHT
e En hepatocitos aislados e incubados con aminoacidos mas epinefrina, fenilefrina e
isoproterenol se incrementa el eflujo del GSHT.
¢ En hepatocitos aislados e incubados con aminoacidos mas etanol, mas epinefrina,
fenilefrina 6 isoproterenol se incrementa el eflujo y la sintesis de GSHt
o El efecto del etanol al disminuir la poza de GSHy en el hepatocito es independiente
de la accion de las catecolaminas.
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SUMMARY

Glutathion 1s main intracellular thiol, acts as scavenger of free radicals and as reducer of the
H,04; 1t can appear as much in form of a reduced thiol (GSH), or like an oxidized disulfide
(GSSG). The sum of forms: reduced thiol plus oxidized disulfide, plus the portion of
glutatidn bound to proteins is denominated total glutathion (GSHr). The glutathion is found
in all organs of the body, but where it appears in greater amount is in the liver, which act
like the center of synthesis, storage, and distribution of glutathion. Previous studies indicate
that ethanol in acute doses causes a diminution of the glutathion levels and has a direct
influence on the adrenal pituitary axis what causes an increase in the hormone liberation.
Also it has been documented that efflux of glutathion is stimulated by vasopresine,
epinephrine, and glucagon in perfused rat liver. In this study the direct influence of ethanol
on the hepatic glutathion is analyzed, as well as the effect of some adrenergic agonists on
the mobilization of the total glutathion (GSHr) in isolated cells. The incubation of isolated
hepatocytes with an acute dose of ethanol (50 mM) produced a diminution in the levels of
intracellular and extracellular GSHy in both fed and fasted animal cells. Epinephrine,
phenylephrine and isoproterenol produced a statistically significant increase (P<0.01) in the
efflux of cellular GSHy toward the incubation media, but only in hepatocytes isolated from
48 h fasted rats and incubated during 1 h with Gln, Gly, Ser, Met. This increased efflux was
not observed if hepatocytes were isolated of fed rats, or if glucose substituted the indicated
aminoacids (aa) in the incubation mixture. After 1 h of incubation with indicated aa the
GSHr content increased. Adrenergic agonists did not modify the increase in GSHr obtained
with aa alone, but the efflux and GSHr increased in incubation mixture. In isolated
hepatocytes and incubated with aminoacids more ethanol, epinephrine, phenylephrine and
isoproterenol increased efflux and GSHr synthesis. In isolated hepatocytes and under the
conditions of the experimental model used in this work, a greater amount of GSHr was
observed in extracellular mixture. The obtained results allow us to conclude the following:

¢ The incubation of hepatocytes with an acute dose of ethanol causes the diminution
on intracellular and extracellular GSHy content, both in cells of fed or fasted
animals; this could suggests a diminution in the GSHr synthesis.

e In isolated hepatocytes and incubated with aminoacids more epinephrine,
phenylephrine and isoproterenol the efflux and GSHr synthesis was increased.

« Isolated hepatocytes incubated with aminoacids more ethanol, epinephrine,
phenylephrine and isoproterenol showed an increased GSHry efflux and GSHr
synthesis.

¢ The diminution of GSHy pool in hepatocytes by ethanol is independent of the action
of catecholamines.



TABLA DE ABREVIATURAS

ADHg Alcohol deshidrogenasas
ADP Adenosindifosfato

ALDHs Aldehido deshidrogenasas

AO Aldehido oxidasa

ATP Adenoéintrifosfato
EOR Especies de oxigeno reactivas
GCS v-glutamilcistein sintetasa
GSH Glutation reducido

GSSH Glutation oxidado

GSHs Glutation sintetasa

GSHr Glutation total

GSH peroxidasa | Glutation peroxidasa

GSH reductasa

Glutation reductasa

LDH Deshidrogenasa lactica
MAOS Sistema microsomal oxidante del acetaldehido
MEOS Sistema microsomal oxidante del etanol
NAD Nicotinamin adenin dinucleotido
NADH Nicotinamin adenin dinucleétido reducido
NADP’ Nicotinamin adenin dinucleétido de fosfato
NADPH Nicotinamin adenin dinucledtido de fosfato reducido




SOD Superoxido dismutasa

TAG Triacilglicéridos
TBARS Substancias reactivas al acido tiobarbitarico

Trx peroxidasa | Tiorredoxina peroxidasa

Trx reductasa | Tiorredoxina reductasa




INTRODUCCION

El hombre ha ingerido alcohol desde la antigiedad mediante el consumo de frutos y
granos en estado fermentativo (Velasco, 1992). Para algunas civilizaciones el consumo de
alcohol soélo era permitido en actividades rehigiosas y hmitado a determinadas clases
sociales (Milke, 1995) En la actualidad. el abuso en el consumo de bebidas alcoholicas es
causante de una enorme problematica que afecta a fodas las esferas sociales y economicas
(Williams et al., 1988), y ha llegado a constituir uno de los problemas mas importantes de
salud publica dado que cada vez afecta a mas individuos, siendo éstos cada vez més jovenes
(Schuckit and Irwin, 1988). En nuestro pais, los resultados de la Encuesta Nacional de
Adicciones realizada por el Consejo Nacional de las Adicciones (CONADIC), reportaron
un incremento en el indice de consumo de los adolescentes de 27% en 1998 al 35% en 2002
entre varones, y del 18% al 25% entre mujeres. Globalmente, de la poblacion adulta, el
90% de las personas consumen etanol, del 40-50% de éstos tienen problemas temporales
relacionados a su consumo, mientras que el 10% de los hombres y 5% de las mujeres
persisten en el consumo desarroltando alcoholismo. El término “alcoholismo” se refiere al
consumo excesivo de alcohol de forma prolongada con dependencia emocional y a veces
organica del mismo (Sanchez-Turet, 1999, Cuadrado, 2000; Calvo, 2003). Es una
enfermedad cronica producida por el consumo incontrolado de bebidas alcohélicas, lo cual
perturba la salud fisica, ocasiona irritacion del tracto gastrointestinal, deficiencias
nutricionales, problemas en el higado, dafo cerebral, trastornos de la piel, musculares y
oseos, dafo celular, entre otros (Zentella, 1994; Anand, 1999; Wu y Cederbaum, 2003,
Lieber, 2003); afecta la actividad mental (delirium, demencia, trastornos amnésicos,
depresién, ansiedad, trastornos del suefio) y modifica la conducta social del individuo y de
la familia del sujeto enfermo (Kaplan y Sadock, 1996; OMS, 1996; Olmedo y Sanchez,
2003).



ETANOL

El alcohol, alcohol etilico o etanol, es el mas comuin y conocido de todos los
alcoholes; su molécula esta formada por dos atomos de carbono, uno de los cuales esta
unido al grupo hidroxilo caracteristico de los alcoholes, completandose con cincc
hidrégenos (Figura 1); teniendo un peso molecular es de 46.06 g. El alcohol puro provee
7.1 kcal/g. Tiene un punto de fusion de ~114°C, un punto de ebullicion de 78.5°C y una
densidad relativa de 0 789 a 20°C {Merck index 1989).

Es una molécula pequefia, miscible con el agua, posee una distribucion desigual de sus
cargas, lo que le confiere cierta polaridad. Se puede mover con gran facilidad a través de las

membranas celulares y subcelulares (Riveros e al., 1997).

HH
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Figura 1. Estructura molecular y férmula quimica del etanol o alcohol etilico.

El etanol es un liquido de aspecto similar al agua, pero bastante mas volatil que ésta, tiene
un olor caracteristico y es altamente inflamable. Es el producto final de la fermentacion en
las levaduras de los azlucares naturales presentes en productos vegetales como uvas,
manzanas, cebada y maiz (Lehninger, 2001; Laguna y Pifia, 2002). Para el consumo
humano las bebidas alcoholicas estan principalmente constituidas por agua, etanol,
cantidades variables de azucares y colorantes, asi como productos naturales de los vegetales
que se sometieron a la fermentacion y aquellos que se generaron durante el proceso
fermentativo o de destilacion. Su contenido de otros nutrientes como proteinas, vitaminas y
minerales es insignificante (Lieber, 2003). Tanto el contenido de azicares como de etanol
varia dependiendo del tipo de bebida, por ejemplo el whisky, cofiac y vodka no contienen
azicares; mientras que el vino blanco y el rojo contienen de 2 a 10 g de azicar por litro

(g/L). la cerveza 30 g/L, los vinos dulces hasta 120 g/L.



Con respecto al contenido de alcohol, la cerveza presenta de 40 a 50 g/L, en el vino es de
120 g/L. y en los licores destilados de 400 a 500 g/L (Lieber, 2003).
El hombre no forma etanol como un intermediario de su metabolismo, pero si cuenta con
1soenzimas capaces de oxidarlo (Zentella ef a/, 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 (individuos jovenes son mas sensibles a los efectos neurotdxicos del

alcohol, mientras que sujetos mayores son menos sensibles).

. Sexo (el tipo de constitucion femenino, con un mayor contenido en grasa y una
menor proporcion de agua, constituye un agravante en su adiccion, ya que la
ingesta de alcohol en la misma cantidad y calidad que un hombre, le afecta de
una forma mas intensa. teniendo mayor predisposicion a adquirir enfermedades

relacionadas con el consumo de alcohol).

. Estado de ayuno o alimentacion (la presencia de alimentos en el estomago
retarda su vaciamiento, es decir, a mayor cantidad de alimentos antes de ingerir
alcohol, menor sera la cantidad de etanol absorbido en el intestino) que
contribuyen a la absorcion, la distribucion y el metabolismo del alcohol

(Riveros ¢t al., 1997; Crews et al., 2000; Calvo, 2003).

Para la mayoria de la gente que consume alcohol en cantidades moderadas, no se presenta
ningun problema ni social. ni de salud; sin embargo, pueden presentarse problemas saciales
y de salud, tanto agudos como cronicos debido aA]a ingesta exagerada de etanol, ya sea en
funcion de la cantidad de etanol ingerida, como del periodo de consumo (Calvo, 2003).
Cada individuo responde de forma diferente al consumo de etanol, desde modificaciones de
conducta al ingerir cantidades moderadas, o bien ingieren cantidades considerables de

etanol que casi no modifican su conducta (Cuadro 1).



Cuadro 1.-Efectos fisicos y psicologicos que con mayor frecuencia se presentan de acuerdo
a los diterentes niveles de alcoholemia.

CONCENTRACION

DE ETANOL L ‘ ,
EN SANGRE EFECTOS FiSICO Y PSICOLOGICOS

MMOLAS/L

NUMERO
i DE E
TRAGOS

'Sin efecto. Ligera elevacion de estado de animo.

§Sen>ac1on de relajamon y calor Disminucion del tiempo de
ireaccion. Disminucion de la coordinacion fina.

Alteracion ligera del equilibrio.
A pamr de este mvel comienza el estatus de ebriedad legal
Euforia.

ELa coordmacnon y eI equ1hbr10 se dlﬁcultan Alteracion de
'las facultades mentales y del) JU]CIO

Alterauon mayor del control fisico y menta] Habla y vision

idificiles.
{Pérdida del control motor (requnere ayuda) Confusnon
mental.

10 35-50 Intoxicacion severa. Control consciente minimo.

14 50-70 %lnconsciencia. Estupor e inicio de estado comatoso.

Coma profundo.

‘Muerte por depresion respiratoria.

Dependiendo del tipo de bebida alcoholica que se consuma, un trago corresponde a un
volumen de 180 ml cuando se trata de vino, a 360 ml cuando es de cerveza y a 45 ml de
whisky, brandy o vodka (Zentella e/ al., 1987; Elizondo, 2004).



El consumo exagerado de alcohol etilico o etanol conduce al desarrollo de diversas

patologias

pancreas y

que afectan varios 6rganos y tejidos principalmente: el higado, el estomago, el

el sistema nervioso (Zentella de Pina, 1994).

En el caso del higado los tipos mas comunes de enfermedades debidas al consumo de

etanol son:

Esteatohepatitis alcoholica (también conocida como higado graso o esteatosis):
acumulacion de grasa histologicamente visible en los hepatocitos (Lee, 1994).
Hepatitis alcoholica: cambios inflamatorios que consiste en el dafio y
destruccion de las células hepaticas, degeneracion hepatica, fibrosis (Anand,
1999).

Cirrosis alcoholica: fibrosis, reemplazo de tejido hepatico normal por tejido
dafnado, disrupcion del flujo sanguineo a través de dicho 6rgano, alteracion de Ja

estructura y funcionamiento hepatico (Hall, 1995).

Con respecto al estobmago, el pancreas vy el sistema nervioso las patologias mas frecuentes

son:

En el estomago aparece irritacion en la mucosa del tracto gastrointestinal con
erosion en las paredes, lo que se manifiesta con nauseas, vomitos, gastritis,
tlceras y perforaciones en la pared del mismo (Estruch, 2002).

En el pancreas ocasiona inflamacion (pancreatitis), necrosis y fibrosis (Apte y
Wilson, 2003).

En el sistema nervioso ocasiona encefalopatia, afecta la proliferacion y
diferenciacion de las células neuronales, interfiere con la actividad de
neurotransmisores (Guerri, 2000), causa demencia alcoholica, delirium tremens
y diversas alteraciones neuropsicologicas como depresion clinica, disminucion
de la capacidad de aprendizaje, deterioro en la ejecucion motora, trastornos
amnésicos, sindrome de abstinencia, entre otros (Calvo, 2003). También puede
causar problemas neuroldgicos mas leves como insomnio y dolores de cabeza

(Olmedo y Sanchez, 2003).



Generalmente las patologias mencionadas se ven acompafiadas de estados severos de
desnutricion, debido a que la mayoria de los individuos alcohdlicos no consumen una dieta
balanceada, ademas la ingesta excesiva de alcohol puede interferir en la capacidad para
absorber y utilizar los nutrientes que se consumen (Lieber, 2003). Se ha encontrado que
después del consumo de altas cantidades de alcohol, el intestino absorbe menos
aminoacidos, lo que ocasiona una disminucién en la produccién de proteinas, incluyendo la
produccion de proteinas en el higado como la albumina y los factores de coagulacion,
también disminuye la sintesis de urea y el metabolismo de los aminoacidos aromaticos
(Adibi et al., 1992; Lieber, 2003). Con respecto a las vitaminas, los individuos alcohdlicos
con frecuencia presentan deficiencias de vitamina A (retinol), B (tiamina), B, (riboflavina),
B¢ (piridoxina), y C (4cido ascorbico), debido a la disminucién en la absorcion de las

mismas (Ahmed e a/., 1994; Mendenhall er al., 1995; Leo y Lieber, 1999; Lieber, 2003).
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METABOLISMO DEL ETANOL

Una vez que el alcohol es ingerido se absorbe desde la mucosa epitelial de la boca
(Bode, 1980, Kricka, 1979) y como vapor por los alvéolos pulmonares (Gibson, 1975;
Nomiyama, 1974), aunque estas vias son practicamente indetectables. Por esta razon, se
debe considerar que casi todo el alcohol ingerido va hacia el estomago donde es
metabolizado, en parte por las células de la mucosa via alcohol deshidrogenasa y por el
sistema microsomal oxidante del etanol (Hernéndez-Muﬁoz et al | 1990). Sin embargo, este
primer paso en el metabolismo del etanol es pequeiio, por lo que la mayoria es absorbido
por difusion simple a través del epitelio del estdmago e intestinos de una manera muy
parecida a la que ocurre con el agua y es canalizado por la vena porta directamente hacia el
higado para ser metabolizado (Lieber et al., 1994; Seitz ef al., 1994; Oneta et al., 1998).
Menos del 10% del etanol ingerido es eliminado a través del rifion, pulmén y piel, mientras
que mas del 90% es removido por oxidacién en el higado donde es convertido de etanol a
acetaldehido y acetato (Moser, 1968; Bosrom y Li, 1981; Eriksson, 1983). La oxidacion del
etanol produce una serie de alteraciones metabolicas en los procesos hepaticos tales como:
disminucion de la glicolisis, la gluconeogénesis, el ciclo de acido citrico y un incremento en
la sintesis acidos grasos (Cederbaum y Dicker, 1981; Lieber, 2000; Cunningham y Van

Horn, 2003; Lieber, 2003).

El higado no solo es el principal 6rgano responsable de la oxidacion y eliminacion del
alcohol ingerido, sino también de la mayoria de drogas y xenobidticos que se consumen. En
el higado, existen tres sistemas enzimaticos capaces de llevar a cabo la oxidacion del etanol
(Lieber, 2000, 2004):

» El primer sistema esta integrado por una serie de enzimas especializadas
conocidas genéricamente como alcohol deshidrogenasas (ADHs), las cuales se
encuentran en el citosol del hepatocito. Estas enzimas promueven la oxidacion del
etanol a acetaldehido, acoplando esta reaccion con la reduccion del nicotinamin

adenin dinucledtido (NAD ).
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CH;CH,OH + NAD* <& CH;CHO + NADH + H*

» El segundo sistema se encuentra dentro de los peroxisomas. En este sistema, la
oxidacion de una molécula de etanol a acetaldehido se acompafia de la
descomposicion de una molécula de peroxido de hidréogeno en una reaccion

catalizada por la enzima catalasa.

CH;3;CH,0H + H,0, — CH;CHO + 2 H,0

» El tercer sistema oxidante es el llamado Sistema Microsomal Oxidante de Etanol
(MEOS), el cual se localiza en el interior de los microsomas y requiere la
participacion de un citocromo P-450. El citocromo P-450 se acopla a la oxidacion
del etanol y del nicotinamin adenin dinucleétido reducido (NADPH) con la

reduccién de una molécula de oxigeno para formar peroxido de hidrogeno.

CH;CH,0OH + NADPH + O, — CH3CHO + NADP" + H;0, + H"

Estos tres sistemas trabajan simultaneamente en presencia de alcohol, con diferentes

actividades y afinidades (Figura 2) (Riveros ef al., 1997).
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NADPH + 0O, NADP'+H,0,+H" 0, +H,0 H,0,
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NAD" NADH v VL b NAD VL
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Alcohol Deshidrogenasa Aldehido Deshidrogenasa

dcidos grasos

\ ésteres de ac. grasds aductos de acetaldehido

Etil éster sintetasa de acidos grasos reacciones no enzimaticas

lipidos, proteinas, nucledtidos

Figura 2 .- Principales vias metabolicas relacionadas con el metabolismo del etanol y del

acetaldehido (tomado de Riveros et al., 1997)
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Aparte de los sistemas enzimaticos involucrados en la oxidacion del etanol, existe un
mecanismo no enzimatico dependiente de la participacion de hierro (Fe’*) quelado y en
presencia del H,0; el cual se genera en la mitocondria y el reticulo endoplasmatico, esto da
lugar a la formacion de iones oxhidrilo (OH') y radicales hidroxilo (.OH) via la reaccion de

., - <. . - 3
Fenton, esta reaccion puede también ser iniciada por iones férricos (Fe™).

Finalmente, existe una via metabolica no oxidativa en la cual el etanol forma etil ésteres de
acidos grasos mediante la accion de una sintetasa, cuya contribucion al metabolismo total
del etanol puede que no sea significativa (Figura 2)(Koop, 1989).

El etanol a dosis elevadas tiene un efecto directo sobre el eje pituitario adrenal
(Kharchenko, 2000) lo que ocasiona un incremento en la liberacién de catecolaminas y
glucocorticoides, alcanzando el doble de sur concentracion en sangre, ademas en el caso de
las catecolaminas modifica su catabolismo (Riveros ef al., 1997, Kovacs et al., 2002). Las
catecolaminas tienen una amplia gama de efectos en diferentes tejidos, entre ellos:
aceleracion del ntmo cardiaco, incremento en la presion sanguinea, estimulacion del
consumo de oxigeno en el higado (Fink, 2000), estimulacion de la oxidacion hepatica de
etanol, potenciacion de hepatotdxicos, estimulacion de la expresion de citocinas,
disminucidn de los valores hepaticos de glutation (Roberts ef al., 1997; Sies y Graf, 1985;
Moshage, 2001). Ademas, el etanol promueve la formacion de radicales OH- en el higado,
lo cual podria explicar parte del potencial toxico del etanol, ya que los radicales libres (RL)
generados por la intoxicacion alcoholica, potencian su accion tdxica debido a la presencia

de catecolaminas (Castrejon ¢/ ul., 2002).
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METABOLISMO DEL ACETALDEHIDO

El acetaldehido también llamado etanal, aldehido acético, y etilaldehido es el

principal metabolito generado en el primer paso del catabolismo hepatico del etanol; es una
molécula altamente reactiva y toxica que puede formar aductos con diversas moléculas
presentes en los seres vivos (Lieber, 2003) En este sentido, gran parte de los efectos
toxicos asociados con la ingestion aguda o cronica de etanol son atribuidos a la formacion
de aductos de acetaldehido, el cual puede interactuar con lipidos ocasionando
lipoperoxidacion, con la tubulina ocasionando la completa inhibiciéon de su ensamblaje en
los microtibulos del citdesqueleto, con diversas proteinas, aunque también puede
interaccionar con aminoacidos especificos, particularmente lisina, cisteina, e histidina
(Tuma y Casey, 2003; Cunningham ¢t a/., 2003). Existe la posibilidad de que los aductos
del acetaldehido desempefien un papel critico en el establecimiento y desarrolio de las
enfermedades hepaticas debidas al consumo exagerado de alcohol, dado que dichos aductos
se presentan en el tejido hepatico que muestra inflamacion, fibrosis, y cambios histologicos
(Niemela, 1999, 2001; Tuma y Casey, 2003). Estudios adicionales en modelos de
patologias hepaticas alcoholicas han demostrado que la acumulacion progresiva de
acetaldehido coincide con el dafio hepatico (Halsted et al,, 1993; Niemela et al., 1995),
también se observa un incremento en la produccion de colagenasa tanto en fibroblastos
como en células estrelladas (Niemela, 2001). Por otra parte, se encontro que la acumulacion
de acetaldehido tanto en la mucosa gastrica, como en la del colon, podria ser un factor
importante en el dafio ocasionado en el estomago y en el colon por el alcohol (Salmela et
al., 1996, 1997, Salaspuro, 1997). Finalmente, se ha demostrado que el acetaldehido
ocasiona la modificacion de las proteinas mitocondriales en el cerebro debido a la
formaciéon de aductos, lo que ocasiona disfuncion mitocondrial y esta implicado en la
neurodegeneracion (Upadhya y Radindranath, 2002).
Como se menciono, el acetaldehido es el primer producto del metabolismo del etanol y su
catabolismo, al igual que el del etanol, se lleva a cabo tanto en el estomago como en el
higado, aunque la contribucion del estomago es pequena y el principal sitio de oxidacion es
el higado, donde es oxidado a través de tres vias metabolicas (Figura 2) (Pronko et al.,
2002):
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1) La primera via esta mediada por un sistema enzimatico conocido como aldehido
deshidrogenasa o ALDHs, el cual cataliza la oxidacion del acetaldehido a
acetato en una reaccion que requiere NAD"™ como el aceptor de electrones. Este
sistema se encarva de oxidar el 90% del acetaldehido producido por el

metabolismo del etanol.

CH5-CHO + NAD" + H,0 zCH;;COO' + NADH +2H"

2) En la segunda via participa la aldehido oxidasa (AO), una enzima pobremente
estudiada, la cual cataliza la oxidacion del acetaldehido hacia acetato en una

reaccion dependiente de oxigeno y que genera H;O,.

CH;-CHO + 0, +H,0 < CH;COO" + H,0, + H'

3) La tercer via, es el Sistema Microsomal de Oxidacion del Acetaldehido, también
llamado MAOS. Este sistema requiere la participacion de un citocromo P-450 y lleva a
cabo la oxidacion del acetaldehido hacia acetato en una reaccion acoplada a la oxidacion de
un fosfato dinucleotido de adenina nicotidamina reducida (NADPH) y la reduccion de una

molécula de oxigeno para lormar H;0,, en una reaccion analoga a la realizada por la

MEOS sobre el etanol.

CH3-CHO + NADPH +0; H;0 ¢ CH;COO™ + NADP" +H,0, +2H"

La actividad de estos sistemas se induce al doble en animales tratados cronicamente con

etanol (Riveros ef af.. 1997. Pronko ef af ., 2002).
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ESPECIES DE OXIGENO REACTIVAS

Como una consecuencia del metabolismo del etanol se presenta la generacion
excesiva de Especies de Oxigeno Reactivas (EOR), las cuales juegan un papel central en el
dafo celular producido por el etanol (Bautista y Spitzer, 1992, Mira et al., 1995, Zima et
al., 2001; Wu y Cederbaum, 2003) El oxigeno molecular (O;) es esencial para las
funciones celulares ya que desempefia un papel principal como aceptor universal de
electrones, y en diversas reacciones bioquimicas que ocurren en la cadena respiratoria
mitocondrial, la cual en gran parte es responsable de la produccion de energia en forma de
ATP (Cunningham y Van Horn, 2003). Durante este proceso, diferentes EOR son
sucesivamente formadas como productos intermediarios no deseados del metabolismo,

entre los que se incluyen: el ion superoxido (O, 7), los singulete de oxigeno delta y sigma

('0,), el peroxido (05 ). e} cual normalmente existe en las células en forma de peréxido de
hidrogeno (H,0); y el radical hidroxilo ( OH) (Ferreira, 1984).

El i6n superoxido (0;7) es el producto de la incorporacién de un electrén a una molécula de
oxigeno. Se produce normalmente por la accion de la enzima superéxido dismutasa. Esta
molécula con la participacion de un electron y dos protones, da lugar al peroxido de
hidrogeno (Zentella er a/., 1994). De los singuletes de oxigeno ('0y), el sigma es el que
tiene una vida media més corta, en tanto que el delta tiene una vida media mas larga, lo que
le confiere una mayor importancia bioldgica. Con respecto al peroxido de hidrogeno (H,0-)
este no es propiamente una EOR. pero es el principal promotor del radical hidroxilo (OH)
y tiene una vida media mas larga, mayor difusibilidad y mayor estabilidad, que los demas
EOR (Fernandez-Checa ¢/ a/, 1997). Finalmente el radical hidroxilo (OH), el cual
reacciona con casi todos los tipos moleculares presentes en la célula: azucares,
aminoacidos, proteinas, fosfolipidos, acidos nucleicos y acidos organicos, entre otros. Este

es una de las especies quimicas mas reactivas que se conocen (Halliwell y Gutteridge,

1999).

. : . -4 -9
Las EOR son altamente reactivas, se presentan en concentraciones muy bajas (10™ a 10

M), por lo que pueden danar a las células, mediante dos mecanismos generales de accion:
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1) Alteracion del estado redox intracelular, ya que en comparacion con el ambiente
extracelular, el citosol celular normalmente se mantiene en condiciones fuertemente

reductoras.

2) Modificaciones de los grupos tiol de las proteinas, lo que puede alterar su estructura
y funcion (activacion o inactivacion de enzimas y de factores de transcripcion)

(Thannickal y Fanburg, 2000).

Se ha estimado que solo el 2% del O, consumido por la cadena respiratoria es convertido en
EOR (Droge, 2002; Bailey er o/, 1999). Ademas de la cadena respiratoria mitocondrial,
algunas otras fuentes celulares generadoras de EOR son: la NADPH oxidasa presente en
neutrofilos y macrofagos, la cual genera grandes cantidades de i6n superdxido, los
peroxisomas (Keisari ef a/., 1983; Roberts ¢f al., 1999), los linfocitos (Los et al., 1995), la
ciclooxigenasa-1 (Feng ef a/., 1995), y la xantina oxidasa (Friedl ef al., 1989) entre otros.
Bajo ciertas condiciones, como la exposicion cronica o aguda al alcohol, o por algunos
agentes toxicos como el tetracloruro de carbono, el paraquat y el paracetamol, se
incrementa la produccion de EOR, las cuales pueden producir dafio celulares a través de la
lipoperoxidacion de membranas, inactivacion de enzimas, polimerizacion de polisacaridos,
hidroxilacién de bases, entrecruzamientos de proteinas, escision de las bandas de DNA que
causa mutaciones e inhibicion de la sintesis de proteinas, y hasta la muerte celular (De
Groot, 1994; Nakazawa ¢/ a/., 1996; Toykuni, 1999).

En medicina, las EOR han adquirido gran importancia debido a que se les relaciona con una
amplia variedad de enfermedades, esta importancia se refleja en los reportes de la literatura
internacional en los que sefialan que el exceso en la generacion de EOR y el estrés
oxidativo resultante, juegan un papel importante en algunas enfermedades humanas como
son algunos tipos de cancer. diabetes, porfiria, arteriosclerosis, inflamacion cronica, VIH,
cataratas, artritis, Alzheimer, Parkinson, infecciones, enfermedades cardiovasculares, dafio
hepatico, toxicidad de metales pesados. deficiencia de vitaminas, entre otras (Knight, 1998;

Droge, 2002; Lieber, 2003).
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PAPEL DE LAS EOR EN LA SENALIZACION CELULAR.

Las EOR producidas en diferentes fuentes celulares son participantes esenciales de
la sefializacion y regulacion de los procesos celulares, ya que existen fuertes evidencias del
papel fisiologico de las EOR. tanto en mamiferos, como en bacterias y plantas (Finkel,
1998; Thannickal y Fanburg, 2000).

La nocion de que moléculas como el anion superoxido (O;7) y el H,O; pueden actuar en la
traduccién de sefales en células de mamifero surge con los primero reportes de Mittal y
Murard en 1977, los cuales sugieren que el O," estimula la activacion de la glutamato
ciclasa y la formacion del segundo mensajero GMPc. Mas adelante Roth y Droge (1987)
encontraron que en células-T activadas el O, y el HyO, incrementan la produccion del
factor de crecimiento interleucina-2, una proteina inmunologicamente importante para
dichas células. Keyse y Tyrrell (1989) demuestran que el H,O, induce la expresion del gen
de la hemo oxigenasa (HO-1). en tanto que Storz e/ al., en 1990 reportan la induccion de
varios genes el bacterias por accion del HyO,.

Actualmente, se sabe que las EOR se encuentran involucrados en diversas funciones
fisiolégicas como regulacion del tono vascular, estimulacion de la division celular,
activacion del factor de transcripcion nuclear kB (NF-AB), induccion de fosforilacion de
residuos de tirosina y la activacion de los factores de crecimiento derivados de plaquetas
PDGF-a y PDGF-B, activacion de PKC, activacion de MAPK, inducen cambios en las
concentraciones intracelulares de Ca’”. Las EOR inhiben la actividad de la ATPasa
dependiente de Ca’", incrementan las seiales de traduccion de varios receptores de
membrana incluyendo, cinasas, fosfatasas, factores de crecimiento, y regulan la actividad
de factores de transcripcion de union al DNA, entre otros (Finkel, 1998; Hensley et al.,
2000; Thannickal y Fanburg, 2000; Droge, 2002, Bigelow y Squier, 2005; Lee y Wei,
2005).
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QUE ES EL ESTRES OXIDATIVO Y COMO LO PRODUCE EL ETANOL

El incremento en la produccion de EOR y/o una disminucion en el nivel de
actividad de las defensas antioxidantes se le conoce como estrés oxidativo. Este estado se
caracteriza por un desequilibrio entre la velocidad de produccion de las EOR y la capacidad
de las defensas antioxidantes del organismo para removerlas y reparar los dafios producidos
a los complejos moleculares (Comporti and Benedetti, 1985; Haliwell, 1987; Zentella de
Pifia y Balmori, 1996; Fernandez-Checa ef al_, 1997, Buettner y Schafer, 2000).

El alcohol produce estrés oxidativo mediante varios procesos, entre los que se incluye:

. Cambios en la célula en la proporcion NAD/NADH como resultado del
metabolismo del alcohol. En los dos primeros pasos del metabolismo del alcohol
se da la formacion de una molécula de NADH (Cunningham y Van Horn, 2003,
Wu y Cederbaum, 2003; Nagy, 2004). La acumulacién de NADH en el citosol
celular promueve la transferencia de este equivalente reductor a la matnz
mitocondrial mediante la lanzadera de malato-aspartato. Una vez dentro de la
mitocondria el NADH sirve como substrato de la cadena respiratoria y su
reoxidaciéon ocasiona un aumento en el consumo de O, y la subsiguiente
formacion de EOR (Cunningham y Bailey, 2001; Bailey y Cunningham, 2002;
Adachi y Ishii, 2002).

. La produccion de acetaldehido durante el metabolismo del alcohol y su
subsiguiente oxidacion por la aldehido oxidasa (AO), y el MAOS favorece la
formacion de EOR, ademas el acetaldehido puede reaccionar con proteinas tanto
citosdlicas como de membrana formando aductos que contribuyen al dafio

celular (Mira ef al., 1995; Tuma y Casey, 2003).

. Como consecuencia del consumo exagerado de etanol la mitocondria sufre
cambios en su estructura y funcién, como son alteracion en el contenido de
proteinas mitocondriales, bajas cantidades de complejos enzimaticos,

incremento en el consumo de oxigeno y desarrollo de hipoxia. El etano! también
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altera la reparacion de estructuras celulares y complejos moleculares,
disminucion de la glicélisis a consecuencia de la baja disponibilidad de glucosa,
todo lo anterior resulta en una menor produccién de ATP y en consecuencia una
disminucion en la sintesis de glutation total (GSHr) (Cunningham y Van Horn,

2003)

Efectos sobre las estructuras y funciones celulares, causadas por la interaccion
del alcohol con los componentes de membrana como son los fosfolipidos (lo
cual aumenta la fluidez de la membrana, disminuye la presencia de enzimas
unidas a membrana y de receptores hormonales), o las enzimas (la oxidacion de
un residuo de cisteina localizado en el sitio catalitico de la enzima puede

ocasionar su inactivaciéon) (Wu y Cederbaum, 2003).

Induce un mayor consumo de oxigeno tanto de forma indirecta como directa,
siendo una de las formas indirectas la activacion de las células de Kupffer. De
forma directa exacerba las diferencias normales de los niveles de oxigeno que se
presentan en cada uno de los I6bulos del higado y en consecuencia una mayor
deficiencia de oxigeno en las zonas perivenosas (Cunningham y Van Horn,

2003; Nagy, 2004).

Causa un incremento en la actividad de la enzima citocromo P450 2E1
(CYP2E1]) ya que el etanol, desplaza a otros substratos metabolizados por dicha
enzima e incrementa su actividad hasta 10 veces mas de lo normal (Dan ef al,
2005). Dicha enzima también metaboliza acetaldehido y otras moléculas
(acetaminofen), generando EOR y ocasionando una disminucion en las defensas

antioxidantes (Sun ef al, 2001; Lieber, 2004).
Induce un incremento en los niveles celulares de hierro, esto contribuye a la

formacién del radical hidroxilo (OH), lo cual se describe mediante la reaccion

de Fenton (Nanji y Hiller-Sturmhorfel, 1997).
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Afecta la actividad de las enzimas y moléculas antioxidantes principalmente
glutation, lo cual altera el estado redox intracelular (Fernandez-Checa, et al.,

1997; Droge, 2002).

Conversion de la enzima xantina deshidrogenasa a la forma xantina oxidasa la

cual genera EOR (Suitatos, 1988; Brown ef al., 1991, Wu y Cederbaum, 2003).

El alcohol incrementa la permeabilidad del intestino por las endotoxinas de
bacterias gram negativas, estas endotoxinas activan las células de Kupffer las
cuales mediante la enzima NADPH oxidasa generan el i6n superdxido (O;),

favoreciendo de esta manera un estado de estrés oxidativo en el higado (Kono ef

al., 2000).
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ANTIOXIDANTES

Los organismos aerobios han desarrollado sistemas de proteccion que funcionan

como atrapadores de las EOR, cuando éstas se generan en exceso y con ello previenen el
dafio que puedan producir (Alarcon, 2001). Estas moléculas de defensa son denominados
antioxidantes y protegen a la célula de los radicales OH, O, H;02, y en algunos casos
NO'. Halliwell y Gutteridge (1999) han definido a los antioxidantes como aquellas
sustancias que a relativamente bajas concentraciones, son capaces de competir con otros
substratos oxidables y disminuir signiﬁcativamente o thibir la oxidacién de estos
substratos.
Los sistemas antioxidantes se dividen en enzimaticos y no enzimaticos. Los primeros son
la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa, la glutation peroxidasa (GSH peroxidasa), la
glutation reductasa (GSH reductasa), la tiorredoxina reductasa (Trx reductasa) y la
tiorredoxina peroxidasa (Trx peroxidasa) (Nordberg y Arnér, 2001; Droge, 2002). Los
sistemas no enzimaticos son: las vitaminas E | C, y A, el beta caroteno, la bilirrubina, la
adenosina, algunos fenoles, la cisteina, la metionina, la glicina, el glutamato, la S-adenosin-
L-metionina, el urato, el 4cido lipoico, el NADPH, la tiorredoxina y el glutatién reducido,
principalmente (Matés, 2000; Droge, 2002; Wu y Cederbaum, 2003; McDonough, 2003;
Atmaca, 2004).

23



GLUTATION

El glutation es un tripéptido constituido por los aminoacidos L-glutamato, L-cisteina
y L-glicina, tiene un peso molecular de 307 Da, puede presentarse tanto en forma de tiol
reducido (GSH) como de disulfuro oxidado (GSSG); el 99% del glutation celular esta
presente en su forma de tiol reducido (Figura 3) (Meister y Anderson, 1983; Wang et al.,
2004), sin embargo, al hablar de glutation celular se considera la forma de tiol reducido
sumada a la de disulfuro oxidado, mas la porcion de glutation unido a proteinas. A la suma
de esto se le conoce como glutation total (GSHr) (DeLeve y Kaplowitz, 1991, Sies, 1999,
Dickinson y Forman, 2002).
En las células, el glutation (GSH) desempeifia diversas funciones, algunas de las cuales son
activacion de linfocitos-T, por lo que juega un papel importante en la respuesta inmune,
participa en procesos de regulacion de expresion de genes, de sefiales de traduccion,
regulacion de sintesis de DNA, proteinas y protedlisis, proliferacion celular incluyendo
linfocitos y células del epitelio intestinal, procesos apoptéticos, produccion de citosinas,
glutationilacion de proteinas, regulacion de la integridad y funcionamiento de la
mitocondria, también juega un papel importante en la espermatogénesis y maduracion
espermatica, inhibe infecciones producidas por virus (por ejemplo la influenza), desempefia
un papel central en la patogénesis de diversas enfermedades (cancer, inflamacion,
deficiencia de proteinas, Alzheimer, Parkinson, enfermedades hepaticas, fibrosis quistica,
VIH, ataques cardiacos, accidente vascular cerebral de tipo hemorragico, diabetes), es
importante en el metabolismo de nutrientes (Sen, 2000, Dickinson y Forman, 2002,
Townsend et al., 2003; Pompella ef al, 2003 Cai et al., 2003;Turrens, 2003; Wu et al ,
2004). De la amplia gama de funciones del glutation, la mas importante es la que
desempefia como antioxidante intracelular, ya que dentro del grupo de antioxidantes de los
que dispone la célula, el predominante es el glutation (Atmaca, 2004).
De los sistemas antioxidantes con los que cuenta el higado, el mas importante, por ser éste
su principal sitio de sintesis, almacenamiento y exportacion, es el glutation (GSH). La
importancia del GSH en el higado radica en el papel central que este 6rgano desempeiia

como responsable de la oxidacion y eliminacion del alcohol ingerido y otro productos
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toxicos que inducen un estado de estrés oxidativo, por lo que el higado requiere de un
agente antioxidante que prevenga o reduzca este estrés, ya sea capturando, metabolizando o
convirtiendo en agentes menos téxicos a las EOR (Garcia-Ruiz ef al., 1995; Lieber, 2003),

El GSH juega un papel crucial en la proteccion contra el estrés oxidativo, ya que actia
como atrapador de EOR in vitro, el GSH puede reaccionar con OH", HOCI", peroxinitrito,
O3, ONOO, y como reductor H,0, constituyendo la primera linea de defensa celular

contra las EOR, en tanto que la segunda linea de defensa la proporcionan las enzimas
antioxidantes que utilizan glutation como cofactor (Pompella ef al., 2003). Es el tiol no
proteico mas abundante en las células y se localiza en la mayoria de las plantas,
microorganismos y en todos los tejidos de los animales superiores donde se encuentra en
concentraciones de 1 a 11 mM (Meister, 1994; Lu, 1999).

En los animales superiores, frutas y vegetales contribuyen con cerca del 50% del GSH
aportado por la dieta, mientras que el consumo de carne contribuye con menos del 25%
(Kormarnisky et al., 2003; Parcell, 2002). De aqui que las condiciones nutricionales y los
valores de GSH se encuentran estrechamente relacionados, al grado de que las condiciones
de ayuno ocasionan una disminucién significativa de sus niveles (Lu, 1999). También,
dependiendo de las condiciones nutricionales, pueden variar,los niveles de animoacidos,
siendo la cisteina, el glutamato, y la glicina los mas importantes para la sintesis de
glutation, dado que aun en condiciones nutricionales normales, la cisteina es el aminoacido
que se presenta en menores concentraciones la disponibilidad de ésta es generalmente el

factor determinante en la sintesis de GSH (Griffith, 1999).
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Estructura de Glutation reducido
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Figura 3.- Estructura del glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG)
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SINTESIS DEL GLUTATION

Este tripéptido constituido por los aminoacidos L-glutamato, L-cisteina y L-glicina,
es sintetizado en el citosol celular por la accion consecutiva de las enzimas y-
glutamilcistein sintetasa (GCS) y glutation sintetasa (GSH sintetasa), ambos pasos
enzimaticos requieren de ATP (Figura 4) y permiten la formacion de y-glutamil-cistein-
glicina o glutation (Meister, 1994; Tirmenstein et a/., 2000; Musallam e al., 2002). El
enlace y inusual entre el glutamato y la cisteina le confiere estabilidad celular y resistencia
a la degradacion por peptidasas intracelulares, por lo que solamente la enzima y-
glutamiltranspeptidasa, que se encuentra en la superficie externa de la membrana celular,
puede hidrolizarlo (DeLeve y Kaplowitz, 1991; Anderson, 1998). Esta enzima juega un
papel importante en el metabolismo del glutation dado que al escindir el residuo y-
glutamilo del GSH (GSSG y de los conjugados de GSH), el glutamato libre es transferido a
otro aminoacido externo formandose un aminoacido y-glutamil y un dipéptido cistein-
glicina. El aminoacido y-glutamil es transportado nuevamente al interior de la célula donde
es escindido el aminoacido para formar la 5-oxoprolina (forma ciclica del glutamato), que
es después convertida nuevamente a glutamato por la enzima 5-oxoprolinasa, el cual es
empleado nuevamente en la sintesis de GSH (Figura 4) (Dickinson y Forman, 2002). El
dipéptido cistein-glicina por su parte es escindido por la cisteinil-glicina dipeptidasa.
Ambos aminoacidos son nuevamente incorporados al citosol celular, donde la cisteina en su
mayoria es incorporada a la sintesis de GSH, otra parte es incorporada a la sintesis de
proteinas, dependiendo de las necesidades celulares y otra parte es degradada a sulfato y
taurina (Lu, 1999). El grupo activo del glutation es el tiol (-SH) del residuo de cisteina
(Pastore ef al., 2003). Las células eucaridticas tienen tres principales reservorios de GSH,
ya que el 90% de GSH celular se encuentra el citosol, el 10% en la mitocondria y un
pequefio porcentaje en el reticulo endoplasmatico. La porcion de GSH que se presenta en la
mitocondria se mantiene constante mediante el transporte de GSH a partir del citosol, dado
que cuenta con dos sistemas de transporte de GSH, uno de alta afinidad es estimulado por
ATP y uno de baja afinidad estimulado por ATP y ADP (Martensson et al., 1990). En el
caso del reticulo endoplasmatico, el GSH participa en la formacion de los puentes disulfuro

de las proteinas (Hwang, et al., 1992).
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OTRAS FUNCIONES DEL GLUTATION

El glutation desempenia un papel importante en la homeostasis celular, ya que
ademas de actuar como antioxidante, se encuentra involucrado en la sintesis de proteinas (el
incremento en los niveles de GSSG inhiben la sintesis de proteinas), hormonas, esteroides y
prostaglandinas, en el metabolismo del acido ascorbico, también actia como cofactor de
varias enzimas en diferentes vias metabdlicas (por ejemplo glioxilasas y enzimas
involucradas en la sintesis de leucotrienos}, en general, previene la oxidacion de los grupos
—SH de las proteinas, juega un papel importante en su plegamiento y en la degradacion de
proteinas con puentes disulfuro, ademas de que existe evidencia creciente que sugiere que
la glutationilacion, es decir la union reversible de glutation a los grupos tiol de las proteinas
esta implicada en la proteccion contra la oxidacion de residuos criticos de cisteina y en la
regulacion de la actividad enzimatica y de transduccion. El glutation participa en el
transporte intracelular del cobre, provee un reservorio de cisteina, interviene en reacciones
de transhidrogenacion que involucran la formacién y mantenimiento de los grupos
sulfidrilo de moléculas como la coenzima A; modula procesos celulares criticos tales como
la sintesis de DNA, RNA, la formacion de desoxirribonucledtidos, es una fuente de
aminoacidos, protege a las membranas celulares del dafio oxidativo y contribuye a
mantener un estado redox determinado, lo cual es vital para el mantenimiento de las
estructuras y funciones celulares (Halliwell y Gutteridge, 1999; Anderson, 1998, Buettner y
Schafer, 2001; Pastore ef al., 2003)

El GSH esta presente en todas las células de mamifero en un estado constante de
recirculamiento metabdlico, su vida media ha sido estimada y es de solo 4 dias en
eritrocitos humanos, de 2 a 4 horas en el citosol de células hepaticas de rata y de 30 horas
en la poza mitocondrial (Kosower, 1978; Meister, 1995). Muchas condiciones diferentes
influyen en el contenido de GSH intracelular; algunas de esta condiciones son la presencia
de metales pesados, altas concentraciones de glucosa, el choque térmico, la exposicion a
EOR vy especies de nitrogeno reactivas, incluyendo el H,0; y el oxido nitrico (Woods y
Ellis, 1995; Urata ez al., 1996, Kondo et al., 1993; Herzenberg et al., 1997).

En humanos, la disminucion de GSH se ha relacionado con diferentes condiciones tales

como la deficiencia de enzimas involucradas en la sintesis de glutation. En este caso, los
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individuos presentan deficiencia limitada o generalizada de GSH, acumulacion de 5-
oxoprolina lo cual puede tener consecuencias adversas debido a que produce acidosis
metabdlica (Meister y Larsson, 1995), anemia hemolitica, aminoaciduria y complicaciones
neuroldgicas severas, por lo que pueden desarrollar hipersensibilidad a los antibiéticos. Por
otra parte, el bajo contenido de GSH en eritrocitos se manifiesta en la deficiencia de la
enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Pastore ef al,, 2003). En individuos infectados
con VIH las concentraciones de GSH son bajas en plasma, eritrocitos, células-T y otros
linfocitos y monocitos (Anderson, 1997), en el caso de pacientes con cirrosis (resultado del
abuso en el consumo de etanol, por ejemplo) las concentraciones de GSH en plasma y
eritrocitos estan por debajo de las de individuos sanos, aunque lo mismo se observa en
individuos no alcohélicos con enfermedad hepatica (Altomare ef al, 1998). Una
disminucién en los niveles de GSH puede ser causada por la hepatitis viral; sin embargo, la
deficiencia de GSH igualmente esta relacionada con enfermedades pulmonares, gastritis,
Ulcera duodenal, enfermedades cardiacas, enfermedades pancreéticas, diabetes y cancer
(Pastore et al., 2003). También se cuenta con reportes que sefialan que conforme se
incrementa la edad de un individuo disminuyen las defensas antioxidantes lo que implica
una pérdida clara y progresiva de GSH conforme el individuo se acerca a la vejez,
independientemente del sexo y de que éstos sean individuos sanos (Lang et al, 1992,
Paolisso ef al., 1998)

Ademas, diversos agentes exogenos promotores de estrés pueden abatir los niveles de GSH,
algunos de los mas importantes dada la cantidad de EOR que generan son el humo del
cigarro (Cross et al., 1987), algunos productos farmacéuticos como el acetaminofén que
ocasiona el abatimiento de los niveles de GSH en higado, rifién, corazon y otros tejidos
(Kidd, 1985), el ejercicio excesivo, las dietas deficientes en metionina, las infecciones
bacteriales virales, el consumo excesivo de etanol y otras drogas, el estrés emocional, la
exposicion a rayos X o radiacion ultravioleta producto de la luz del sol (Kidd, 1991,
Lomaestro y Malone, 1995; Biaglow ef al., 1989).

Los érganos mas expuestos al estrés ocasionado por todos estos agentes exdgenos son el

pulmon, el intestino, el rifidén y particularmente el higado (Cross ef al, 1987)
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HIGADO

El higado es el 6rgano interno mas grande del cuerpo humano, es de color marron
rojizo, pesa aproximadamente de 1,300 a 1500 g en los varones adultos (tiene el tamafio de
una pelota de futbol americano) y esta situado bajo las costillas en la parte superior derecha
del abdomen (Panski, 1985). Tiene la particular capacidad de regenerar su propio tejido,
puede perder hasta las tres cuartas partes del mismo y volver a su estado original en unas
pocas semanas; lo que permite -que las personas que necesitan trasplantes puedan recibir
una parte del higado de un donante vivo (Parks ef al., 1998). En el humano se divide en
cuatro lobulos, los cuales a su vez estan compuestos por otros multiples lobulos que
contienen los hepatocitos, o células hepaticas metabolicamente activas, cuenta con un
extenso suministro sanguineo ya que recibe sangre rica en oxigeno a través de la arteria
hepética, mientras que la vena portal le suministra sangre que transporta nutrientes, toxinas
y otras sustancias absorbidas directamente desde los intestinos (Martinez ef al., 2001).

Eil higado juega un papel importante en la digestion, ya que las células hepaticas producen
la bilis, un liquido amarillo verdoso que facilita la digestion y absorcion de nutrientes
liposolubles, en el metabolismo de los carbohidratos y grasas, e incluso en el sistema
inmunitario, procesa practicamente todo lo que comemos o absorbemos a través de la piel.
Alrededor del 90% de los macronutrientes del organismo procedentes de los intestinos
pasan por el higado, donde son metabolizados, lo que permite el aprovechamiento de la
energia contenida en ellos; ademas almacena micronutrientes como por ejemplo las
vitaminas A, D, B9 (folato) y B12; asimismo, almacena hierro y participa en la conversion
del hierro en hemo, un componente de la hemoglobina; produce proteinas sanguineas y
actiia como filtro para eliminar patégenos y toxinas de la sangre (Martinez et al., 2001,

Lieber, 2003; Cuningham y Van Horn, 2003).

El higado desempefia un papel crucial en la eliminacién de sustancias nocivas para
organismo, tales como alcohol, drogas y farmacos, disolventes, pesticidas y metales
pesados; como resultado de estos procesos se forman diversos compuestos toxicos, que

pueden favorecer un estado de estrés celular (Lieber, 2003).
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Probablemente, por tal razon el higado es un 6rgano especialmente rico en las enzimas que
participan tanto en la sintesis de glutation, como en la formacion de comugados de
glutation, producto de la eliminacion de xenobidticos. En este tltimo aspecto, la enzima
encargada de catalizar la reaccion es la glutation-S-transferasa y los conjugados formados
son excretados en forma de acido mercapturico; dentro de la bilis, dichos conjugados
consumen irreversiblemente el glutation intracelular, al mismo tiempo que se permite la
eliminacion de sustancias nocivas para organismo (Adams ef al., 1983; James et al., 1983;
Halliwell y Gutteridge, 1999). El glutation se encuentra en diversos organos como el
cerebro, el rifion, el pulmén, el intestino, el bazo, el cristalino y el corazon, también esta
presente en leucocitos y eritrocitos pero donde se presenta en mayor cantidad es en el
higado (Figura 5), dado que los hepatocitos tienen la capacidad Gnica de convertir la
metionina en cisteina a través de la via de trans-sulfatacion. Por esta razon el higado
desempefia un papel central en la compleja homeostasis inter-organica del GSH, a tal grado
que el 90% del GSH presente en el plasma es aportado por el higado (Lu et al,, 1990;
Pileblad y Magusson, 1992; Garcia-Ruiz ef al., 1995; Ookhtens y Kaplowitz, 1998; Pastore
et al., 2003).
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Figura 5. Flujo de glutation hepatico. Aunque la produccién de glutation no es
exclusiva del higado, es este 6rgano el mayor productor y exportador de glutation, el cual
es transportado en su forma reducida (GSH) a los diferentes 6rganos y tejidos que lo
requieren, mediante el torrente sanguineo (Wu et al., 2004; Rana et al.,2002 ). Los 6rganos
y tejidos a los que el higado subministra GSH son entre otros: el pulmén, el rifion, las
células rojas sanguineas, el cerebro, intestino, retina, pancreas, el bazo, el cristalino y el
corazon (Rahman ef al., 1999; Dringen, 2000; Kannan ef al., 2001; Liu er al., 2004 ).
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ANTECEDENTES

Todas las células aerdbicas estan sujetas a un estado oxidativo continuo que es
controlable por la célula (Ferreira, 1984); dentro de la misma, la mitocondria representa la
principal fuente generadora de EOR, dado que emplea el 85% del oxigeno consumido por
las célula, de éste, se estima que alrededor del 1 al 2% del oxigeno consumido diariamente
por la mitocondria es convertido en EOR (Shigenaga et al., 1990; Cadenas y Davies, 2000).
La generacion de EOR ocurre dentro de la cadena mitocondrial de transporte de electrones,
la cual genera la energia necesaria para sintetizar ATP apartir de ADP (Fernandez-Checa er
al., 1998). Las EOR, en particular el anion superoxido, se forma en segmentos especificos
de la cadena mitocondrial, siendo presumiblemente el complejo 1y en el complejo [11 los
sitios propuestos para la produccion de superoxido durante la respiracion mtocondrial
(Fernandez-Checa et al., 1997, Bailey et al., 1999); los aniones superdxido generados son
convertidos en HyO, por accion de la enzima superdxido dismutasa (Fernandez-Checa et
al., 1998; Kowaltowski y Vercesi, 1999). La ruptura de una molécula de H,O, permite la
generacion de radicales hidroxilo, y otras especies reactivas las cuales a pesar de tener una
vida media mas corta, pueden dafiar macromoléculas constituyentes de la célula; sin
embargo en condiciones normales, esta generacion de EOR se encuentra en equilibrio con
las defensas antioxidantes de la célula (Halliwell y Gutteridge, 1999) Cuando la
produccion de EOR se sale del control celular se establece la situacion conocida como
estrés oxidativo, del que resulta el dafio celular, ya que dichas especies reactivas pueden
reaccionar y dafiar macromoléculas proteinas y lipidos (Fernandez-Checa et al., 1997).

De los sistemas antioxidantes con los que cuenta la célula, el ciclo redox del glutation es el
sistema mas importante encargado de la reduccion del H,0,. En dicho ciclo, el GSH es
utilizado como cofactor de una glutation peroxidasa dependiente de selenio, dando como
resultado la generacion de GSSG mas H,O y O,. El GSSG es nuevamente reducido por
accion de la glutation reductasa a expensas de la oxidacion del NADPH utilizado como
cofactor de dicha enzima, conformandose de esta manera el ciclo redox (Garcia-Ruiz. 1995;
Lu, 1999). El glutation es el antioxidante intracelular mas abundante y sirve para mantener
un potencial redox tiol/disulfuro, dado lo cual es vital para el mantenimiento de diversas

estructuras y funciones celulares (Sies, 1999).
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Tanto el glutatién reducido (GSH) como el glutation oxidado (GSSG) se encuentran
involucrados en el mecanismo de proteccion de los efectos de productos del metabolismo
(Videla et al., 1980). El GSH actua como atrapador de EOR constituyendo la primera linea
de defensa celular contra las especies reactivas de oxigeno, en tanto que la segunda linea de
defensa la proporcionan las enzimas antioxidantes que utilizan al glutation como cofactor
(Pompella ef al., 2003).

La intoxicacion aguda con etanol y su metabolismo oxidativo genera una serie de
intermediarios que producen un estado de estrés oxidativo y como consecuencia un mayor
consumo de GSH en higado (Videla et al., 1980). Asimismo, al administrar acetaldehido
(que es el principal metabolito del etanol) por via orogastrica en ratas, se induce una
reduccion de los niveles de GSH hepatico (Videla, 1986).

Algunos de los’ efectos adversos resultantes de la intoxicacion aguda por etanol se han
establecido mediante indicadores; como son, la acumulacion de triacilgliceridos (TAG) y la
elevacion de EOR. La determinacion de EOR se efectia mediante la reaccion con el acido
tiobarbitirico (TBARS), un indicador usado para cuantificar las EOR, producidos en este
caso por la presencia y oxidacion del etanol (Bondy y Pearson, 1993).

En la literatura internacional se cuenta con un importante nimero de reportes que han
demostrado que la intoxicacion aguda con etanol (5-7 g/kg de peso) en animales ocasiona
un incremento en la lipoperoxidacion hepatica y un abatimiento en los niveles de GSH
tanto en mitocondrias como en células integras del higado (Garcia- Ruiz ef al., 1994, 1995;
Zentella, 2002), mientras que en trabajos donde se utiliza una dosis tnica de etanol (4 g/kg
de peso) y diferentes periodos de intoxicacion (5 y 6 horas ) se observa una disminucion de
los niveles de GSH hepatico ( Speisky ef al., 1985; Yang y Carlson., 1991) Scott e/ al,
(2000) al utilizar ratas macho Fisher e intoxicarlas con diferentes dosis de etanol (2, 4y 6
g/kg de peso) y después de una hora de intoxicacion reportan con las tres dosis empleadas

una disminucion en los niveles de GSH.

Finalmente es de interés resaltar el posible papel que las catecolaminas desempefa en el
dafo producido por el etanol, contra los sistemas antioxidantes de la célula, en particular
contra el GSH, ya que el etanol en dosis agudas en animales integros tiene un efecto directo

sobre el eje pituitario adrenal (Kharchenko, 2000) lo que ocasiona un incremento en la
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liberacion de hormonas (catecolaminas y glucocorticoides), alcanzando el doble de su
concentracion en sangre (Kovacs ef al., 2002). Con respecto a este Gltimo punto, se cuenta
con reportes como los de James ef al., (1983) quienes sefialan que la aplicacion de una sola
inyeccion de epinefrina en amimal integro disminuye significativamente los niveles
hepatocelulares de GSH, por lo que esta catecolamina puede exacerbar la hepatotoxicidad
de los compuestos que son detoxificados por el glutaﬁc’)n_ Por otra parte Sies y Graf (1985),
indican que el flujo del GSH a través de la membrana sinuosoidal en higado pertundido es
estimulado con la adicion de hormonas como la fenilefrina y la adrenalina, ademas de que
esta liberacion podria explicar la pérdida de GSH durante condiciones de choque vy estrés;
ademas Lu ef al.,, (1991) reportan que el glucagon y la fenilefrina disminuyen los niveles de
GSH en higado perfundido, mientras que Carvalho ef al., (1997) indican que los niveles de
GSH en hepatocitos aislados disminuyen cuando son incubados en presencia de d-
anfetamina junto con noradrenalina, adrenalina, o dopamina.

Con respecto al papel de las hormonas sobre el metabolismo del etanol, algunos trabajos de
investigacion han reportado que en hepatocitos aislados y en presencia de etanol mas [0pM
de epinefrina, durante lo primeros 5 minutos se incrementa la actividad de la enzima
alcohol deshidrogenasa lo que permite una rapida eliminacion del etanol (Mezey e¢7 al.,
1990). Castrejon et al. (2002), demostraron que la adrenalina es capaz de incrementar el
dafio oxidativo causado por algunos agentes xenobioticos en el higado, ademas de que esta
catecolamina en presencia de etanol incrementa la produccion de radicales hidroxilo en
hepatocitos aislados.

De acuerdo con la informacion previa en la que se destacan los efectos que presentan de
forma independiente el etanol y las catecolaminas sobre la poza hepatica de glutation, seria
de interés estudiar el efecto simultaneo de ambos compuestos sobre dicho tiol, debido a que
hasta el momento no se cuenta con trabajos que exploren algunos aspectos al respecto como
son:

~Si la disminucion de la poza de glutation hepatico es ocasionada en respuesta a la
intoxicacion con etanol o es un efecto mediado por el incremento en la liberacion de

hormonas y de las alteraciones que éstas ocasion en el higado.
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_Establecer si efectivamente las catecolaminas estimulan el eflujo de glutation hepatico: si
esto es asi, sobre qué tipo de receptores se esta actuando, dado que los reportes con los que
se cuenta en este sentido emplean generalmente adrenalina, la cual actua sobre receptores
alfa y beta.

_Desarrollar un modelo que permita determinar el efecto por separado de los compuestos
de interés (etanol y catecolaminas) asi como de ambos sobre la poza de glutation.

Con respecto al modelo experimental consideramos que los hepatocitos aislados (modelo /1
Vitro) nos permiten mayores ventajas para el tipo de estudio que se realizd, aunque los
estudios previos, sobre el papel de las catecolaminas en el eflujo de GSH se han realizado
en higados de rata perfundidos (Sies y Graf, 1985; Lu et al., 1990, 1991).

Para presentar de manera mas clara las ventajas de utilizar hepatocitos aislados, sobre el

uso del higado perfundido se elabord el siguiente cuadro.

37



MODELO
EXPERIMENTAL

HEPATOCITOS AISLADOS

HIGADO PREFUNDIDO

Ventajas

-Determinacién de la viabilidad.

-lgual dispombilidad de oxigeno y de
nutrientes.

-Estabilidad de pH y temiperatura.

-Con los hepatocitos aislados de un solo higado
se pueden rcalizar varios experimentos.

-Se pueden emplear dos o mas compuestos de
manera simultanea.

-Periodos de exposicion a los compuestos dc
interés hasta de 1 hora.

-Se pucde determinar glutation intra y
extracelular.”

-Se puede determinar GSHr. GHS y GSSG.
-Permite precisar si las catecolaminas
favorecen o no el eflnjo del GSHr de los
hepatocitos aislados, asi como se ha reportado

que ocurre en higado perfundido.

-No sc¢ dana cl tejido mi la comunicacion
celular.
-Se puede trabajar hasta 70 min

-Se puede determinar GSHy. GHS v GSSG

Desventajas

-Se puede causan dafios a la estructura celular.

-Deterrmnacion de la viabilidad.

-Desigual  disponibilidad dc oxigeno v
nutrientes.

-Falta de estabilidad en pH y temperatura

-Por cada higado prefundido solo se puede
realizar un experimento.

-No se puede deternunar .glutalién mtra v
extracelular, solo sc¢ deterinina la cantidad dc'
glutation presente.
-Periodos cortos de los

CXposicion  con

compueslos de interés.

-La perfusion favorecc la gencracion de EOR
-En el caso de estudios con hormonas ¢i costo

es muy ¢elevado.
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HIPOTESIS

La intoxicacion aguda con etanol incrementa los niveles circulantes de catecolaminas y
disminuye los niveles de glutation hepatico. Dado que las catecolaminas promueven el
eflujo del glutation contenido en el hepatocito, es posible que la disminucion del glutation
no sea producida directamente por el etanol, sino mediada por la elevacion y accion de las

catecolaminas.
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OBIJETIVQS

OBIJETIVO GENERAL

+ DEFINIR SI LA ACCION DEL ETANOL AL DISMINUIR LA POZA DE
GLUTATION TOTAL (GSH;) ES UNA ACCION DIRECTA O ESTA
MEDIADA POR EL EFECTO DE LAS CATECOLAMINAS.

OBIJETIVOS PARTICULARES

< DETERMINAR LAS CONCENTRACIONES INTRACELULARES Y
EXTRACELULARES DE GSHT EN HEPATOCITOS AISLADOS E
INCUBADOS EN PRESENCIA DE UNA CONCENTRACION ALTA DE
ETANOL.

+» DETERMINAR EL EFECTO DE LA EPINEFRINA, LA FENILEFRINA Y EL
ISOPROTERENOL SOBRE LOS NIVELES INTRACELULARES Y
EXTRACELULARES DE GSH; EN HEPATOCITOS AISLADOS.

< ESTUDIAR EL EFECTO SIMULTANEO DE LA INCUBACION DE
HEPATOCITOS AISLADOS CON ETANOL Y AGENTES ADRENERGICOS
SOBRE LOS NIVELES DE GSH;.

. DEFINIR LA UBICACION TANTO INTRACELULAR COMO
EXTRACELULAR DEL GSH; EN CADA UNA DE LAS CONDICIONES
EXPERIMENTALES ANTERIORES.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 150 a 174 g de peso corporal. Los animales
se mantuvieron alimentados en una primera serie de experimentos y posteriormente se les
sometié un periodo de ayuno por 48 horas en una segunda serie de experimentos. En ambos
casos los animales consumieron agua ad libitum. Terminado el periodo de ayuno, las ratas
fueron anestesiadas con éter. Los hepatocitos se aislaron a partir de higados, perfundidos in
situ a través de la vena porta con una solucion de Ringer-Krebs-bicarbonato, sin glucosa,
pH 7.4, conteniendo 0.1% de colagenasa tipo I'V. La suspension celular se saturo con 95%
de O, y 5% de CO,. La viabilidad de los hepatocitos se determind por exclusion del azul de
Tripan, y por la liberacion de la actividad de la deshidrogenasa lactica (LDH) determinada
de acuerdo al método de Bergmeyer et al., (1965).

Los hepatocitos se incubaron a 37°C, por una hora en solucion de Ringer Krebs-Henseleit
bicarbonato pH 7.4, conteniendo CaCl; 1.3 mM, y en presencia o0 no de una mezcla de los
aminoacidos: glutamina (5 mM), glicina (4 mM), serina (1mM), y metionina (0.4 mM), en
las concentraciones finales que se indican.

Los siguientes compuestos se usaron a las concentraciones que se indican: etanol 50mM,
glucosa 10 mM, epinefrina 10 uM, fenilefrina 10 pM, isoproterenol 10 uM, en todos los
casos las células se incubaron con agitacion y posteriormente se determino la viabilidad
celular (Figura 6).

Después del periodo de incubacion se centrifugd 1 minuto a 9,000 g a 4°C, se separaron
500 ul de sobrenadante y se les adicionaron 500 pl de una solucion (fria) 4 M de HCIO,; al

precipitado conteniendo células (pastilla) se les agregd 500 pl de una solucion 2 M de
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HCIO4 (frio). Tanto los sobrenadantes como las pastillas se centrifugaron a 9,000 g/5
minutos a 4°C.

Se tomaron 500 pl de sobrenadante de ambas muestras los cuales se mantuvieron en hielo,
inmediatamente se realizd la determinacion de glutation total (GSHt) de acuerdo al método
de Akerboom y Sies (1981).

Finalmente y con el proposito de determinar el efecto de las condiciones experimentales
empleadas sobre la viabilidad celular de los hepatocitos y la forma en que esto pudiera
afectar los resultados, se realizaron dos procedimientos alternativos, uno para garantizar el
menor dafio celular y que implica una centrifugacion suave a 90 g durante un minuto, y otro
que implica la centrifugacion de la suspension celular a través de una capa de aceite de

silicon lo que garantiza la clara separacion del medio intracelular del extracelular (Estrela ef

al., 1988).

Equipo y reactivos

Se utilizd un espectrofotometro Beckman DU 600 y cubetas de cuarzo de 1 ml, una
centrifuga Eppendorf refrigerada modelo 5417R, matraces de plastico de fondo plano

Nalgene. Todos los reactivos fueron de grado reactivo (Sigma y Roche).
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RATAS WISTAR DE 150 A 174 g

OBTENCION DE HEPATOCITOS Y
DETERMINACION DE VIABILIDAD

1 HORA DE INCUBACION GLUCOSA,
ETANOL Y AGONISTAS
ADRENERGICOS

CENTRIFUGACION

SOBRENADANTE + HCLO4
PASTILLA + HCLO4

CENTRIFUGACION
DE AMBAS MUESTRAS OBTENCION
DE SOBRENADANTE

DETERMINACION DE GSHy DE ACUERDO AL METODO DE
AKERBOOM Y SIES

Figura 6.- Método empleado durante la fase experimental tanto con los animales

alimentados como con los ayunados.
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RESULTADQOS
Efecto del etanol sobre los niveles de GSHt

Los experimentos se realizaron con hepatocitos aislados de ratas alimentadas, los cuales se
incubaron en presencia de etanol (50 mM), esto con el fin de conocer los efectos directos de
dicho compuesto sobre los niveles de glutation total (GSHr). Esta parte del estudio es de
particular interés dado que los datos obtenidos en la literatura internacional acerca de los
efectos de la administracion de etanol sobre los niveles de glutation son controversiales, tal
como se analiza en la discusion.

Ademas, como se sefiald en los antecedentes, se desconoce si el etanol participa en la
regulacion del eflujo de GSHr de las células hepaticas, por lo que se evaluaron los efectos
de la intoxicacion aguda con etanol sobre los niveles de GSHr, tanto intracelular como
extracelular. Encontramos que en hepatocitos aislados de ratas alimentadas, e incubados en
presencia de etanol a una concentracion final 50 mM, se registra una disminucién de los

niveles de GSHr tanto extra como intracelular (Grafica 1 Ay B).
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Grifica 1 A y B.-Contenido de GSHr en hepatocitos aislados (ratas alimentadas) incubados una hora con
glucosa o etanol. Cada valor representa la media + Error Estindar (EE) n = 5. Analisis estadistico: A =
extracelular glucosa vs extracelular etanol P<0.02: B = intracelular glucosa vs intracelular etanol P< 0.04.
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Una vez establecido que el etanol disminuye los niveles de GSHr, se estudio el efecto de
las catecolaminas sobre la poza de GSHr, en presencia y en ausencia de etanol, dado que se
cuenta con un reporte en la literatura que indica que en higados perfundidos de ratas
alimentadas, a los que se les adicionaron agonistas adrenérgicos como la fenilefrina y la
epinefrina, se estimuld el eflujo de glutation (Sies y Graf, 1985). Sin embargo, no se
dispone de informacion sobre el posible efecto de la incubacion simultanea con ambos
compuestos {catecolaminas y etanol), lo que resulta de particular interés para el presente
trabajo. Por ello, se realizaron experimentos con hepatocitos aislados de ratas alimentadas,
los cuales se incubaron 1 hora en presencia de etanol mas epinefrina. Los resultados
obtenidos, indican que en presencia de los efectores antes mencionados, la epinefrina no
estimulan el efluyjo de GSHry, y ademas, aparentemente contrarresta el efecto del etanol
sobre la poza de GSHy (Grafica 2 A y B) ya que no se observan diferencias
estadisticamente significativas en ninguna de las condiciones experimentales referidas.

En vista de los resultados obtenidos, se consideré la posibilidad de emplear un substrato
que favoreciera la sintesis de glutation, con el fin de establecer el posible efecto de las
catecolaminas y el etanol sobre la poza hepatica de glutation. Para discernir lo antes
mencionado, los hepatocitos aislados de ratas alimentadas, se incubaron 1 hora en presencia
de una mezcla de aminoacidos (glutamina, glicina, serina, metionina) que se sabe estimulan
la sintesis de GSHr (Estrela ef la., 1988). Terminado el periodo de incubacion con la
mezcla de aminoacidos, se determinaron los niveles de GSHr extracelular e intracelular
(Grafica 3 A y B), encontrando que en animales alimentados, la mezcla de aminoacidos no

estimulo la sintesis de GSHr.
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Grifica.- 3 A y B. Contenido de GSHy en hepatocitos aislados (ratas alimentadas) incubados 1 hora con
glucosa y aminoacidos (AA’S). Cada valor representa la media = EE (n = 3). No se observan diferencias

estadisticamente significativas en ninguna de las condiciones experiinentales anotadas.
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Efecto de la mezcla de aminoacidos en la sintesis de GSHr

Como se muestra en la Grafica 4 A v B, la incubacion de los hepatocitos en presencia de la
mezcla sefialada de aminoacidos, promueve la sintesis de GSHy solo cuando dichos
hepatocitos fueron aislados de ratas con 48 horas de ayuno, estos resultados concuerdan con
los observados en trabajos anteriores donde se incubaron células aisladas solo en presencia
de metionina (concentracion final 1mM), o bien en presencia de una mezcla de
aminoacidos a diferentes concentraciones finales (Estrela ef al., 1988; Lu et al., 1990). Sin
embargo, en dichos trabajos solo se menciona que la adicion de algunos aminoacidos como
la metionina, la cisteina vy la utilizacion de mezclas de diferentes aminoécidos estimula la
sintesis de GSHr pero no se refieren a que esta estimulacién Gnicamente se observa bajo
condiciones de ayuno.

En el presente trabajo el incremento en los niveles de GSHr se aprecia tanto en las muestras

de medio intracelular como extracelular (Grafica 4 A y B).
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Grifica 4.- Contenido de GSHy en hepalocilos aislados (48 horas de ayuno) incubados 1 hora con y sin
aminodcidos (AA’S). Cada valor representa la media £ EE (n =3). Andlisis estadistico : A = extracelular vs
extracelular + AA’S P<0 001 B = intracelular vs intracelular + AA’S P<0.04.
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Ya que se estableci6 que la mezcla de aminoacidos estimula la sintesis de GSHr en
hepatocitos aislados de ratas con 48 horas de ayuno, se realizaron experimentos en los
cuales se incubaron hepatocitos en presencia de etanol (50 mM) y la mezcla de AA’S, con
el fin de conocer los efectos de dicho compuesto sobre los niveles de glutation total
(GSHr), en condiciones en las que esté promovida su sintesis. Los resultados se presentan
en la grafica 5 A y B, donde se observa que la intoxicacion aguda con etanol ocasiona la
disminucién de los niveles de GSHr tanto extra como intracelularmente, a pesar de la

presencia de los AA’S, lo cual sugiere una disminucion de la sintesis de dicho tiol, y

confirma que el etanol disminuye los niveles de GSHr.
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Grifica 5 A y B.-Contenido de GSHry en hepatocitos aislados (48 horas de ayuno) incubados 1 hora con
AA’S y glucosa o etanol. Cada valor representa la media + EE (n = 3). Andlisis estadistico : A = extracelular

+AA’S + glucosa vs extracelular + AA’S + etanol P< 0.001- B = intracelular + AA’S + glucosa vs intracelular
+ AA’S + etanol P< 0.009.
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Ademas de determinar el efecto del etanol sobre la poza de GSHt en condiciones en las que
se estimula su sintesis, y dado que en todos los experimentos realizados en el presente
trabajo se empled la glucosa como control para comparar los efectos del etanol, fue
necesario considerar la posibilidad de que la glucosa pudiera afectar la accion de la mezcla
de AA’S, por lo que se realizaron experimentos con hepatocitos aislados de ratas con 48
horas de ayuno, los cuales fueron incubados solo con glucosa, solo con AA’s y en presencia
de glucosa + AA’S (Grafica 6). En presencia la mezcla de AA’S se observan diferencias
estadisticamente significativas (P<0.02) con respecto a los hepatocitos incubados con
glucosa, en los que los niveles de GSHy son menores. Mientras que no se encontrd
diferencia estadisticamente significativas entre los niveles de GSHr presentes cuando los

hepatocitos se incubaron solo con AA’S o con AA’S + glucosa.
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Grifica 6.- Contenido de GSHy extracelular (EXTRA) e intracelular (INTRA) en hepatocitos aislados e
incubados | hora con aminoacidos (AA’S) y en presencia o ausencia de glucosa (GLU). Cada valor

representa la media = EE (n = 4). Andlisis estadistico : extracelular glucosa vs extracelular AA’S
"P<0.02; intracelular glucosa vs intracelular AA’S *P< 0.04.
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Efecto de los agonistas adrenérgicos sobre la poza de GSHy

Para determinar el posible efecto de los agonistas adrenérgicos sobre la poza de GSHr, se
utilizaron hepatocitos recién aislados de ratas con 48 horas de ayuno, los cuales se

incubaron una hora en presencia de la mezcla de AA’S mas epinefrina, o sus agonistas

fenilefrina e isoproterenol (cada uno por separado) a una concentracion final 10 pM.

Después del periodo de incubacién, se determind el GSHy tanto intracelular como

extracelular. Los resultados obtenidos se muestran en la grafica 7.
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Grifica 7.- Contenido de GSHy extracelular e intracelular en hepatocitos aislados (48 horas de ayuno)
incubados 1 hora con animodcidos (AA’S) y horinona o su agonista: (A) epinefrina, (B) fenilefrina, (C)
isoproterenol. Cada valor representa la media £ EE (n = 3). Analisis estadistico : extracelular AA’S vs
extracelular AA’S + hormona A= P< 0.01. B = P< 0.001, C = P< 0.01; intracelular AA’S vs intracelular
AA’S + hormona A =P<0.02, B=P<0.001. C = P<0.001.
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Como se observa en la grafica 7 (panel izquierdo), tanto la epinefrina (A), como la
fenilefrina (B) y el isoproterenol (C), en una concentracion 10 uM, son capaces de
estimular el eflujo de GSHr después de una hora de incubacién; en los tres casos
mencionados se registra un incremento significativo (P< 0.05 ) en el eflujo de GSHr al
medio extracelular. Los resultados que se muestran en la misma grafica, pero en el panel
derecho refuerzan lo mencionado, ya que en hepatocitos aislados e incubados una hora en
presencias de la mezcla de aminoacidos (AA’S) mas epinefrina, o sus agonistas fenilefrina
e isoproterenol, el contenido de GSHry intracelular resulta significativamente menor

(P<0.05) en comparacion con el contenido de GSHr de los hepatocitos incubados solo con

la mezcla de AA’S.
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Como se mencioné en la seccidn de materiales y métodos, una parte del presente proyecto
fue determinar el efecto de las condiciones experimentales sobre la viabilidad celular y la
forma en que tales condiciones pudiera afectar los resultados obtenidos. Lo anterior es de
especial relevancia al considerar que un aporte significativo en esta tesis es el poder definir,
por primera vez, la capacidad del hepatocito aislado para responder a los agonistas
adrenérgicos y al etanol y modificar el eflujo del glutation intracelular. En todos los
experimentos descritos hasta el momento, el procedimiento para separar el medio
extracelular del intracelular consistio en una centrifugacion a 9,000 g por 1 minuto; seguida
de una separacion inmediata de las dos fases obtenidas. Se realizaron dos procedimientos
alternativos, con el objeto de comprobar que las condiciones experimentales anotadas no
influyeran en la distribucion intra y extracelular del glutation, y con ello se invalidaran los
_resultados mostrados. El primero de los procedimientos alternativos implica la
centrifugacion de la suspension celular a través de una capa de aceite de silicon, lo que
garantiza la clara separacion del medio intracelular del extracelular, y el segundo que
consiste en una centrifugacion suave, a 90 g durante un minuto, que es el cominmente
empleado para el manejo de células en cultivo. Con estos procedimientos podremos
confirmar, que el que se presente una mayor cantidad de GSHr en el medio extracelular no
es consecuencia de las condiciones experimentales empleadas, sino de la distribucion
desigual del GSHr en los medios intra y extracelular, en funcién de las condiciones
fisiologicas del hepatocito. Ademas, con fines comparativos, la viabilidad celular, se
determin6 tanto por exclusion del azul de Tripan, como por actividad de la enzima

deshidrogenasa lactica recuperada en el medio extracelular.
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Determinacion de la viabilidad celular

Una vez aislados los hepatocitos y bajo diferentes condiciones experimentales se realizo la
determinacion de la viabilidad celular tanto por exclusion del azul de Tripan, como por
porcentaje de actividad de la enzima deshidrogenasa lactica (DHL) en el medio extracelular
(Tabla 1). La determinacion de la actividad de esta enzima resulté un complemento util
para indicar el dafio celular. La viabilidad celular observada al tiempo cero (95%) se
encuentra en un porcentaje similar al reportado en trabajos previos donde se emplea un
método semejante de aislamiento celular (por ejemplo Lu ef al, 1990). Por otra parte y
dado que el punto de interés es el establecer cual es el contenido de GSHt en hepatocitos
aislados, es necesario determinar de qué manera las diferentes condiciones experimentales
afectan la viabilidad celular y por tanto los niveles de GSHy. Como se observa en la Tabla
1, el porcentaje de viabilidad celular disminuye notablemente después de someter a la
suspension celular a una velocidad de centrifugacion de 9,000 g, en comparacion con una
centrifugacion suave a 90 g, asi mismo cuando la suspension celular es sometida a una
velocidad de centrifugacion de 9,000 g se observa un mayor porcentaje de actividad de la

DHL fuera de las células, lo que indica un mayor dafio celular.
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TABLA 1.-Determinacion de viabilidad celular.

CONDICIONES
EXPERIMENTALES

% DE
VIABILIDAD CON
AZUL DE TRIPAN

% DE ACTIVIDAD DE LA
DHL RECUPERADA DEL
MEDIO EXTRACELULAR

Hepatocitos recién aislados
(tiempo cero)

95

Hepatocitos aislados ¢ incubados 1 h, a 37°C,

etanol, catecolaminas

en presencia de : Ringer. aminoacidos, glucosa,

85 al 90

10

Hepatocitos aislados e incubados 1 h, a 37°C,

etanol, catecolaminas.
+

centrifugacion a 9,000 g /1 min a 4°C.

en presencia de: Ringer, aminoéacidos, glucosa,

40 al 50

65

Hepatocitos aislados e incubados 1h, a 37°C,

etanol, catecolaminas.
+

centrifugacion a 90 g /1 min a 4°C.

en presencia de: Ringer, aminoicidos, glucosa,

80

12

Para cuantificar la actividad extracelular de la DHL se consider6 comno el 100 % de actividad la registrada en
células sometidas a las condiciones experimentales mencionadas en presencia de Triton X-100 y una

centrifugacion posterior a 9.000 g por 5 minutos.
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Filtracion con aceite de silicon

Se realizaron una serie de experimentos en los cuales se centrifugd la suspension celular a
través de una capa de aceite de silicon. De acuerdo con Estrela et a/., (1988) y con nuestros
datos experimentales, el procedimiento garantiza, mediante el transito por la capa de aceite
de silicon, una separacion del medio extracelular de las células, sin que éstas se dafien.
Cuando las células llegan a la capa inferior conteniendo acido perclorico se promueve el
rompimiento celular total y la liberacion del glutation intracelular. De esta forma se
garantiza una separacion limpia del medio intracelular del extracelular. En dichos
experimentos se utilizaron tanto ratas del bioterio de la Facultad de Medicina, como ratas
Harlan (proveedora de animales para laboratorio), con el fin de establecer si los valores de
GSHr varian entre dichas ratas, lo cual resultd, de nuestro interés ya que con ambos grupos
de ratas se ha trabajado en diferentes momentos en nuestro laboratorio. Bajo tales

condiciones experimentales, los resultados obtenidos se muestran en la grafica 8.
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Grifica 8.- Contenido de GSH7 en el medio extracelular e intracelular en hepatocitos aislados y
centrifugados con aceite de silicon a 10,000 g /30 seg. Se muestran los valores de GSHy de
hepatocitos aislados de ratas de la Facultad de Medicina (FM), y de hepatocitos aislados de ratas

Harlan (H). Cada valor representa la media £ EE (n = 3). No se observan diferencias
estadisticamente significativas.
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los valores tanto extra
como intracelulares, de las ratas del bioterio de la Facultad de Medicina con respecto a las
ratas Harlan, ambas pertenecientes a la cepa Wistar.

Una vez obtenidos los resultados tanto de las dos pruebas de viabilidad (Tabla 1), como los
de la filtracion con aceite de silicon, Gnicamente faltaba por establecer de qué manera las
condiciones experimentales afectan la viabilidad celular y por tanto los niveles de GSHr al
emplear una centrifugacion suave, como lo es la centrifugacion a 90 g, para garantizar una
mayor viabilidad celular y poder discernir, si €l que se presente una mayor cantidad de
GSHr en el medio extracelular, no se trata de una consecuencia del dafio celular provocado

por el manejo de las muestras
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Condiciones de ayuno por 48 horas, incubaciéon con la mezcla de AA’S por 1 horay

centrifugacion suave (90 g /1 minuto)

Considerando los resultados de las dos pruebas de viabilidad (Tabla 1) los cuales confirman
que la centrifugacion a 90 g durante 1 minuto garantiza una mayor viabilidad celular, y en
consecuencia, un menor dafio a las células, en comparacion con la centrifugacion a 9,000
por minuto, se realizaron experimentos en los que los hepatocitos fueron incubados en
presencia de la mezcla de aminoacidos durante 1 hora y terminado el periodo de
incubacion, se procedio a la separacion del medio de incubacion de las células mediante
una centrifugacién suave a 90 g. Bajo estas condiciones experimentales se obtuvieron los

resultados que se muestran en la grafica 9 Ay B.
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Grifica 9.- Contenido de GSHr en hepatocitos aislados (48 horas de ayuno) incubados 1 hora con y sin
aminoacidos (AA’S). Cada valor represenia la media + EE (n = 3). Analisis estadistico : A = extracelular vs
extracelular AA’S P<0.01; B = intracelular vs iniracelular AA’S  P<0.004.
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Como se muestra en la grafica 9 A y B, la incubacién de los hepatocitos en presencia de la
mezcla de aminoacidos promueve la sintesis de GSHy, el incremento en los niveles de
GSHt se aprecia tanto en las muestras de medio intracelular como extracelular,
encontrandose que dicho incremento es estadisticamente significativo si comparamos Jos
niveles de GSHr de los hepatocitos incubados con la mezcla de AA’S con respecto a los
hepatocitos incubados en ausencia de AA’S. Dado que una centrifugacion a 90 g, garantiza
que el dafio celular es menor (viabilidad del 80% vy actividad extracelular de la DHL del
12%), el que la mayor cantidad de GSHy prevalezca una vez mas en el medio extracelular
no parece ser una consecuencia del dafio celular.

Una vez obtenidos los datos anteriores, se realizaron experimentos en presencia de etanol y
hormonas bajo las mismas condiciones experimentales (ayuno de 48 horas, centrifugacion
suave, incubacion con AA’S). Es necesario aclarar que para los experimentos con
hormonas Gnicamente se utilizaron epinefrina y su agonista fenilefrina. Para el caso de la
epinefrina los resultados obtenidos se muestran en la grafica 10 mientras que los resultados

obtenidos con fenilefrina se presentan en la grafica 11.
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Grifica 10 .- Contenido de GSH7 extracelular (EXTRA) e intracelular (INTRA) en hepatocitos aislados e
incubados 1 hora con aminodcidos (AA’S). glucosa (GLU), etanol (ETAN) y epinefrina (EPIN). Cada valor
representa la media + EE (n =3). Analisis estadistico : EXTRA + AA’S + ETAN vs EXTRA + AA’S+ETAN
+EPIN " P< 0.003; INTRA + AA'S + ETAN vs INTRA + AA’S + ETAN + EPIN ™ P< 0.03.
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De acuerdo a los resultados que se presentan en las grafica 10, se observa que la
intoxicacion aguda con etanol ocasiona una disminucion de los niveles de GSHry tanto extra
como intracelular, a pesar de la presencia de los AA’S, y que estas diferencias son
estadisticamente significativas (P<0.02), lo cual sugiere una disminucién de la sintesis de
dicho tiol y confirma que el etanol, por si solo, disminuye los niveles de GSHr. Por otra
parte, en presencia de epinefrina a una concentracion de 10 pM, se estimula el eflujo de
GSHr, dicho incremento en el eflujo es estadisticamente significativo (£<0.0Z) en
comparacion con el observado cuando las células se incuban solo en presencia de AA’S.
Con respecto a los valores de GSHr intracelular, los resultados que se muestran en la
misma grafica refuerzan lo mencionado, ya que en hepatocitos aislados e incubados una
hora en presencias de la mezcla de AA’S mas epinefrina, disminuyen los valores de GSHr
intracelular (P<0.05) en comparacion con los valores GSHr de los hepatocitos incubados
solo con la mezcla de AA’S.

Sin embargo, al incubar los hepatocitos en presencia de AA’S y de forma simultanea con
etanol y epinefrina, si bien se observa un incremento en el eflyjo de GSHt como cuando se
incuba solo con la hormona, no se presenta una disminucién de los niveles de GSHr
intracelular, por el contrario, se registra un ligero incremento, muy cercano a los valores
registrados solo con AA’S. Ademas, parece que la hormona revierte los efectos del etanol
sobre la poza de GSHr. Un dato que es de interés resaltar es el que la epinefrina estimula el
eflujo de GSHr al medio extracelular y aparentemente también estimula su sintesis, esto

itimo solo en presencia de etanol.
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En la grafica 11 se presentan los resultados obtenidos al utilizar fenilefrina, el agonista mas
empleado de la epinefrina, estos son similares a los observados con la hormona. La
intoxicacion aguda con etanol ocasiona la disminucién de los niveles de GSHr tanto extra
como intracelular, a pesar de la presencia de los AA’S, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas (P<0.02). En presencia de fenilefrina a una concentracion
final de 10 uM, se estimula el efluyjo de GSHr, dicho incremento en el eflujo es
estadisticamente significativo (P<0.05) en comparacion con el observado cuando las
células se incuban solo en presencia de AA’S, mientras que los valores de GSHry
intracelular disminuyen en comparacién con los valores GSHr de los hepatocitos incubados
solo con la mezcla de AA’S (P<0.05).

Al incubar los hepatocitos en presencia de AA’S y con etanol y fenilefrina, si bien se
observa un incremento en el eflujo de GSHt como cuando se incuba solo con la hormona,
no se presenta una disminucion de los niveles de GSHr intracelular promovida por el
etanol, por el contrario, se registra un ligero incremento, muy cercano a los valores
registrados solo con AA’S. Ademas, el agonista, al igual que la hormona, revierte los
efectos del etanol sobre la poza de GSHry. Asi mismo la fenilefrina estimula el eflujo de

GSHr y en presencia de etanol aparentemente estimula su sintesis.
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Grifica 11 .- Contenido de GSHy extracelular (EXTRA) e intracelular (INTRA) en hepatocitos aislados e
incubados | hora con aminodcidos (AA’S). glucosa (GLU), etanol (ETAN) y fenilefrina (FENI). Cada valor
representa la media £ EE (n =3). Analisis estadistico : EXTRA + AA’S + ETAN vs EXTRA + AA’S + ETAN
+ FENI "P< 0.002; INTRA + AA’S + ETAN vs INTRA + AA’S + ETAN + FENI =~ P< 0.006.
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DISCUSION

Si bien existen numerosos trabajos acerca de los efectos del etanol sobre la poza de
glutation hepatico, los resuitados reportados son controversiales y demandan de un
cuidadoso y detallado analisis de los métodos empleados, con la intencion de entender hasta
donde sea posible, los hechos por los que los resultados reportados resultan controversiales.
Entre los aspectos a considerar destaca: el tipo de modelo de estudio (tratamiento de
animales in vivo, disefios in vitro), el tipo de organismo a estudiar, las condiciones del
modelo de estudio (alimentacion o ayuno), el modelo de intoxicacion (intoxicacion aguda,
intoxicacién crénica) el modo de administracibn (intra gastrica, intravenosa,
intraperitoneal), las dosis empleadas (altas 100 mM-50mM, bajas 30-20 mM; en g/kg de
peso, en %), el uso de controles adecuados para evaluar el modelo de estudio (glucosa,
solucion salina, Sham) y las técnicas empleadas para evaluar el dafio. Lo mismo ocurre con
la determinacion de glutation, entre las distintas técnicas descritas para su obtencion,
conservacion y procesamiento de la muestra (la cual puede ser de tejido, de sangre, de
plasma, de células en cultivo o recién aisladas, de organelos celulares) que se emplean para
la determinacion de dicho tiol, muy pocas incluyen criterios rigidos para su validacion. Asi
habran de considerarse: el uso de diferentes acidos (perclorico, tricloroacetico,
sulfosalicilico, metafosforico, picrico, entre otros), asi como el empleo de DTNB o KCI,
con el fin de garantizar la menor oxidacion del glutation durante la manipulacion de la
muestra. Ademas, con respecto a los métodos empleados para su adecuada determinacion y
cuantificacion, existen desde los ensayos espectro-fotométricos, ensayos fluorométricos,
ensayos de bioluminiscencia, uso del HPLC, electroforesis en capilares, diferentes técnicas
cromatograficas, entre otras. Cada uno de los detalles técnicos mencionados han sido
cuidadosamente considerados y algunos has sido ensayados experimentalmente a lo largo
del proceso para establecer las mejores técnicas, con el objeto de asegurar la Optima
extraccion del glutation celular, la maxima recuperacion, la reproduccion sistematica de los
resultados obtenidos y, en términos generales, la optimizacion en todas y cada una de las
etapas del proceso. En consecuencia, para el presente trabajo decidimos observar
meticulosamente los siguientes aspectos:

_Precipitar las proteinas de las células lo mas rapido posible, ya que si las células no son

desproteinizadas de inmediato la poza de glutatién empieza a bajar.
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_Emplear acido perclorico para la mas completa extraccion del glutation. El uso de otros
acidos y/o DTNB o KCI no permiten la completa extraccion del tripeptido, ni previenen su
oxidacion o la accion parcial de las enzimas para las cuales es sustrato.

_ Mantener el glutation en su forma reducida una vez extraido, para lo cual se utiliza un
medio 4cido y en frio (4°C).

_pH optimo para la enzima, entre otras.

Sin embargo, vale la pena hacer notar un aspecto del procedimiento experimental que no
queda totalmente definido en el presente trabajo, el cual se refiere a las cifras basales de
glutation hepatico en funcion de las estaciones del afio, aparentemente asociado al medio
ambiente de los animales de laboratorio que se exponen a variables tales como la
temperatura, la precipitacion pluvial y el ruido, entre otros. En términos generales, el
someter a las ratas a una situacion de estrés moderado como la disminucion de la
temperatura ambiental, e} ruido, o el ayuno, ocasiona una disminucion en las cifras basales
de GSHy hepatico, lo que para fines practicos nos orillo a planear y realizar los
experimentos en forma estrictamente pareada, de manera que en cada lote de ratas
incluyéramos los animales controles y que efectudramos experimentos con un ndimero
pequefio de animales, ya que los valores control en una estacion del afio, no serian
cuantitativamente iguales a los valores de los controles en otra estacion del afio, si bien
siempre comprobamos que las diferencias en las cifras de GSHr, al someter a las células a
diferentes tratamientos fueran reproducibles. De las variables ambientales mencionadas, la

unica que modificamos a voluntad fue el estado de alimentacion o ayuno de las ratas.
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En el presente trabajo los resultados permitieron corroborar que el etanol en una dosts alta
(50mM) ocasiona la disminucion de la poza de glutation total (GSHr) en el hepatocito y
que dicha disminucion se observa tanto en condiciones de alimentacion, ayuno, o por el
estimulo de la sintesis de glutation total, después de un periodo de incubacion de 1 hora en
presencia de dicho compuesto, estos resultados coinciden con lo reportado con Chio ef al,
(2000) quienes sefialan que la imoxicaciér} aguda con etanol ocasiona un estado de estrés
oxidativo y un consecuente abatimiento de los niveles de glutation, asi mismo concuerda
con lo sefialado por Cobreros et al ,(1997) y La Casa et al., (2000) quienes reportan que la
intoxicacion con una dosis alta de etanol en hepatocitos aislados ocasiona una disminucion
de los niveles de glutation,

Nuestros resultados no coinciden con lo reportado en la literatura cuando la dosis retadora
de etanol es menor, cuando no se extrajo todo el glutation al emplear otros acidos o DTNB
o KCl, cuando no se consideran las precauciones necesarias para desproteinizar la muestra
con rapidez, cuando la muestra no es trabajada en condiciones de temperatura controlada
(4°C) (Akerboom y Sies, 1981; Roberts y Francetic, 1993; Kanbagli et al., 2002).

En conclusion, de acuerdo con nuestros datos experimentales, la incubacion de células
hepaticas con una concentracion de etanol (50 mM) provoca la disminucion de la poza de
GSHr. No obstante, que en el presente trabajo de investigacion no determinamos los
mecanismos por los cuales el etanol ocasioné dicha disminucion de la poza de glutation, se
cuenta con reportes en la literatura que sefialan algunas de las posibles causas, como son:
que el acetaldehido, producto del metabolismo del etanol, es capaz de unirse a moléculas de
GHS vy cisteina, aminoacido esencial para la sintesis de glutation, y en ambos casos
ocasiona su oxidacion (Shaw ef al., 1981). Pero la disponibilidad de cisteina no solo se ve
disminuida por esta razén, sino también porque el etanol en dosis agudas inhibe la via de la
trans-sulfatacion, mediante la cual el hepatocito‘ convierte metionina y serina en cisteina
(Jung er al., 2003), ademas, el etanol estimula el catabolismo irreversible de la cisteina a
taurina, la cual a su vez contribuye a disminuir los niveles de GSHr (Jung et al., 2003). Por
otra parte la intoxicacion con etanol ocasiona un decremento gradual y significativo de los
niveles de ATP en el hepatocito (Cunningham y Van Horn, 2003), lo que trae como

consecuencia la disminucion de 1a sintesis de GSHt (Garcia-Ruiz et al., 1994).
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Otra de las posibles razones que se ha propuesto, como causante de la disminucion de los
niveles de GSHr en presencia de etanol, es que la actividad de las enzimas determinantes
en la sintesis y reciclamiento de dicho tiol, como son la y-glutamilcisteina sintetasa, y la
glutation reductasa, sufren un decremento en su acttvidad debido a la presencia del etanol
(Oh et al,, 1997). Sin embargo, el principal mecanismo propuesto por el cual el etanol
disminuye los niveles de GSHr es mediante el incremento en la produccion de especies de
oxigeno reactivas, la cual se postula que es por tres posibles sistemas, el citocromo P450
(CYP2E]), los complejos 1 y III de la cadena respiratoria mitocondrial y la NADPH
oxidasa (Bailey'y Cunningham, 1999; Nieto et al., 1999, 2000; Sun ef al., 2001).

La utilizacion de aminoéacidos como medio para estimular la sintesis de GSHr, nos permiti6
manejar un modelo en el cual se garantiza la sintesis de GSHr y por tanto su disponibilidad
para los diferentes procesos metabolicos de la célula, entre ellos su utilizacién como
defensa antioxidante y demostrar bajo estas condiciones, si efectivamente el etanol y las
catecolaminas ocasionan algun cambio el la poza de GSHr, tanto de manera independiente,
como al emplearse de manera simultanea. Para el caso de los agonistas adrenérgicos no fue
posible apreciar en hepatocitos aislados de ratas alimentadas, dado que en estas condiciones
la célula no muestra diferencias significativas, por tal razén se recurrié al modelo de ayuno,
suplementado con la utilizacién de aminoacidos, para de esta forma garantizar la sintesis de
GSHr y discernir el posible efecto de los agonistas adrenérgicos

Los resultados obtenidos indican que en hepatocitos aislados la sintesis de GSHr es
estimulada por la adicién al medio de incubacion de la mezcla de aminoacidos (glutamina 5
mM, glicina 4 mM, serina 1mM, metionina 0.4 mM) en las concentraciones finales
indicadas. Dicho efecto se report6d previamente, empleando solo metionina (concentracion
final ImM), o bien en presencia de una mezcla de aminoacidos a diferentes concentraciones
finales (Estrela ef al.,1988; Lu ef al.,1990). Lo anterior se debe a que al proporcionar a los
hepatocitos estos aminoacidos, se promueve la sintesis de cisteina mediante la via de la
trans-sulfatacion, la cual es considerada un factor limitante para la sintesis de glutation
(Mosharov ef al., 2000, Wu ef al., 2004). También fue posible determinar que tanto la
hormona como los agonistas adrenérgicos empleados (fenilerina e isoproterenol) estimulan

el eflujo del GSHr al medio extracelular en ausencia de etanol y aparentemente no
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modifican la sintesis de dicho tiol. Pero ademas se observd que al incubar en presencia de
aminoacidos mas etanol mas hormona, no solamente se revierte el efecto del etanol sobre la

poza de GSHr, sino que la hormona estimula la sintesis de glutation,

Los datos mostrados y obtenidos a partir de un modelo in vitro, permiten sefialar que el que
se presente una mayor cantidad de GSHr en el medio extracelular no es una consecuencia
del dafio celular. Esto se comprobo mediante la utilizacion de tres métodos: (1) condiciones
fuertes de centrifugacion a 9,000 g, (2) filtraciéon con aceite de silicon, (3) condiciones
suaves de centrifugacion a 90 g. Bajo las tres condiciones experimentales mencionadas,
invariablemente se registra una mayor cantidad de GSHr en el medio extracelular. En este
sentido es importante mencionar que al utilizar condiciones fuertes de centrifugacion, con
las que la viabilidad celular es menor y se conserva la misma relacion de GSHr intracelular
y extracelular, pueda deberse a que el procesamiento de la muestra es rapido y no permite
que se de la difusion del GSHy contenido en las células rotas al medio de incubacion. Asi
es posible concluir que las células hepaticas tienen la funcion per se de sintetizar y liberar
glutatiéon al medio extracelular de manera natural y no solo en respuesta a un dafio celular;
cabe sefialar que hasta el momento no se cuenta con reportes que hagan referencia al

posible efecto del manejo experimental sobre la viabilidad celular y su repercusion en la

movilizacion del GSHr.

Por otra parte, el flujo hepatico de GSH representa un paso critico en la homeostasis
organica, ya que se sabe que el transporte de este tripéptido se lleva acabo través de la
membrana plasmatica del hepatocito, sin embargo, poco es conocido sobre la regulacion de
este proceso de transporte. Se sabe que en higados de rata prefundidos, el eflujo de GSH se
aumenta por la adicion de hormonas como la vasopresina o algunos agonistas o-
adrenérgicos como la adrenalina, ademas del glucagon, y la angiotensina (Sies y Graf,
1985; Graf'y Sies, 1986, Sies ef al., 1987). Sin embargo para estudiar el posible efecto de
los hormonas sobre la movilizacion del GSHr fue necesario el disefiar un modelo in vitro,
ya que esto permitid, de manera mas detallada, el caracterizar los efectos de dichas

hormonas y otros factores de interés que hasta ahora no son claros.
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Con respecto a los resultados obtenidos en el presente estudio con los agonistas, es posible
indicar que tanto la epinefrina como sus agonistas fenilefrina e isoproterenol estimulan el
eflijo de GSHry, lo cual esta relacionado con la disminucion del contenido de GSHr
intracelular; sin embargo, parece no interferir con la sintesis del tripéptido. Es convemiente
aclarar que aunque se cuenta con reportes sobre el efecto de las catecolaminas en
hepatocitos aislados, estos se enfocan al papel de las hormonas sobre el metabolismo del
etanol (Mezey e al, 1990), al estimulo en la produccién de radicales hidroxilo en
presencia de etanol (Castrejon et al., 2002), pero no se cuenta con trabajos previos en los
que se estudie el efecto las hormonas sobre la poza de glutation, lo cual permita confirmar
que en la célula aislada se observa el mismo estimulo sobre el eflujo del glutation que el
reportado en higados prefundidos (Graf'y Sies, 1985; Sies ef al., 1987)

En conclusion, los resultados obtenidos indican que tanto la hormona como sus agonistas
estimulan la movilizacion del GSHry tal como ocurre en higado perfundio, lo anterior
plantea la posibilidad de que el transporte de glutation, que se da a través de la membrana
sinuosoidal del hepatocito, sea un efecto facilitado por hormonas y que esta regulacion
hormonal de la poza de GSHy puede ser de gran importancia para la movilizacién de
grandes cantidades de GSHr desde su reservorio hepatico, para su utilizacion por los tejidos
y érganos periféricos. Ademas, dicho efecto puede ocasionar un incremento significativo en
los niveles de GSHr plasmatico y de los aminoacidos que lo constituyen, lo cual puede ser
de importancia critica en la regulacion de la homeostasis organica que desempefia el higado
al proveer tanto de glutation como de cisteina a 6rganos extrahepaticos tales como el riion,

el pulmon, el intestino y el cerebro.

ESTA TESIS NO SALL
DE LA BIBLIOTECA
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CONCLUSIONES

> La incubacioén de hepatocitos aislados con una dosis aguda de etanol (50 mM)
ocasiona una disminucion de los niveles de GSHy tanto extracelular como

intracelular.

> La disminucion en los niveles de GSHrt se observa tanto en células de animales

alimentados como ayunados.
¥ La incubacion de hepatocitos aislados de ratas con 48 horas de ayuno con los
aminoacidos: glutamina, serina, glicina y metionina incrementa la sintesis de

GSHr lo que repercute tanto en el medio extracelular como intracelular.

¥ En hepatocitos aislados e incubados con amino4cidos mas epineftina, fenilefrina

e isoproterenol, se incrementa el eflujo de GSHr.

> En hepatocitos aislados e incubados con aminoacidos mas etanol mas epineftina,
fenilefrina o isoproterenol, se incrementa el eflujo y la sintesis de GSHr.

» En hepatocitos aislados y bajo las condiciones del modelo experimental

empleado se observa una mayor cantidad de GSHr en el medio extracelular.

> El efecto del etanol al disminuir la poza de GSHr en el hepatocito es

independiente de la accion de los agonistas adrenérgicos.
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