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RESUMEN

Las células han desarrollado sistemas de proteccion que funcionan como
atrapadores de RL, denominados antioxidantes. El glutation es considerado como
un antioxidante y como el principal tiol no proteico intracelular en plantas y
animales (Meister,et al 1984), lo podemos encontrar como glutation reducido
(GSH), como glutatién oxidado (GSSG) y asociado a proteinas conformando al
glutatiéon total (GT) (Sies, 1999). El glutation esta en todos los érganos, pero en
donde se encuentra en gran cantidad es en el higado, que actian como el centro
de su sintesis, almacenaje y distribucion. Existe en concentraciones de 0.1 a 10
mM con amplia distribucion en las células animales (Martensson, et al 1990). El
glutation GSH se encuentra involucrado en el mecanismo de proteccién cuando
existe una intoxicacién aguda con etanol, ya que esto produce un estado de
estrés oxidativo y como consecuencia un mayor consumo de GSH en higado
(Videla, et al 1980). Se ha demostrado que en animales integros el contenido de
(GT) en presencia de una administracion aguda de etanol sufre una disminucién,
pero al aplicar piroxicam se revierte la disminucion de GSH hepético (Zentella, et
al 1994). En el presente estudio se analizo el efecto del etanol sobre el contenido
de GT en hepatocitos aislados, asi como el efecto de algunos anti-inflamatorios no
esteroideos. En hepatocitos provenientes de ratas alimentadas e incubados con
una dosis aguda de etanol (50 mM) se observa una disminucion en los niveles de
GT intracelular y extracelular (p<0.01). Los hepatocitos que se incubaron en
presencia de etanol y de manera simultanea con los diferentes anti-inflamatorios
no esteroideos (aspirina, piroxicam, meloxicam), presentaron en cada uno de los
casos diferencias al ser comparados con los hepatocitos que se incubaron
Unicamente con etanol 50 mM. Esto es de gran importancia para este estudio ya
que el modelo in vivo puede ser reproducible in vitro y revertir el decaimiento
causado por el etanol o su producto el acetaldehido sobre los niveles de GT. Al
comparar este experimento con los experimentos en los que se incub6 Unicamente
con el AINE, observamos que no hay diferencias estadisticas ya que los niveles de
glutation total se mantuvieron en el mismo porcentaje en comparacion con el GT
basal. Con base a los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos
concluir que el uso de los AINE’s en nuestro modelo experimental ayuda a
contrarrestar el dafio que causa el etanol en los niveles de glutation total. Bajo las
condiciones del modelo experimental empleado invariablemente encontramos una
mayor cantidad de glutation total en el medio extracelular, lo cual posiblemente
sea un reflejo del papel que desempefia el higado en la homeostasis organica del
glutation y su disponibilidad para los érganos y tejidos periféricos que lo requieren.
Los resultados obtenidos también nos permiten incursionar en los mecanismo
celulares que intervienen en dicha respuesta.
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La ingesta de bebidas alcohdlicas ha acompanado a la humanidad desde
los primeros afos de su existencia. Una vez que el hombre razond sobre los
procesos naturales por los que era posible imitar a la naturaleza comenzé a
elaborar bebidas alcohdlicas, hay indicios del vino en Mesopotamia hace 4.000
afos a. C. y de la cerveza con los egipcios hace 2200 afnos a. C. (Kricka y Clark,
1979). También los fenicios y los chinos a partir de la fermentacion de granos
obtenian bebidas alcohdlicas, o en el caso de los aztecas que obtenian de la savia
del maguey el pulque (Mike, 1995), el consumo moderado del alcohol ha sido

aceptado por diversas culturas y religiones (Rodriguez et al, 1993).

El consumo del alcohol, ha sido reconocido como un factor de integracion
social y favorecedor de la convivencia, consumido con moderaciéon y en los
contextos permitidos, reduce la tension, desinhibe y provoca sensaciones de
bienestar (Kricka y Clark, 1979). La influencia del alcohol en la sociedad ha tenido
gran peso como factor problematico en la conformacion y funcionamiento de la
familia, el individuo y por ende de la sociedad. El consumo inmoderado de alcohol
por el ser humano ha llegado a ser un problema prioritario en el campo de la salud
publica ya que afecta a individuos cada vez mas jévenes (Zentella, 1994). En
nuestro pais los resultados de la Encuesta Nacional de Adicciones realizada por
el Consejo Nacional Contra las Adicciones (CONADIC), reportan un aumento del
consumo de etanol en los varones, de 27% en 1998 aumento a 35% en 2002 y de
18% al 25% en las mujeres. Globalmente, de la poblacion adulta el 90 %
consumen etanol, el 40 - 50% de estos tienen problemas temporales relacionados
a su consumo, mientras que el 10% de los hombres y 5% de las mujeres persisten

en el consumo desarrollando alcoholismo.

El alcoholismo es una enfermedad crénica, progresiva y a menudo mortal;
es un trastorno primario y no un sintoma de otras enfermedades o problemas

emocionales. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define el alcoholismo
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como la ingestion diaria de alcohol superior a 50 mg/dL en la mujer y 70 mg/dL en
el hombre (una copa de licor o un combinado tiene aproximadamente 40 mg/dL de
alcohol, '/ de litro de vino 30 mg/dL y '/4; de litto de cerveza 15 mg/dL). El
alcoholismo parece ser producido por la combinacion de diversos factores
fisiolégicos, psicolégicos y genéticos. Se caracteriza por una dependencia
emocional y a veces organica del alcohol, que produce un dafo cerebral
progresivo y afecta diversos 6rganos y tejidos, por ejemplo; el pancreas, el higado

y puede llegar a ocasionar la muerte ( citado en Zentella, 1994).
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Etanol

El etanol, alcohol etilico o simplemente alcohol tiene un peso molecular de
46.07 g/mol, un punto de fusion de —114.1 °C, un punto de ebullicion de 78.5 °C,
calor de vaporizacion de 854 J/g y una densidad relativa de 0.789 a 20 °C (Merck
Index, 1989). El etanol es el producto reducido en la fermentacion alcohdlica de la
levadura y otros microorganismos que fermentan la glucosa a etanol y CO,, en
lugar de formar lactato. La glucosa se convierte en piruvato durante la glucdlisis y

el piruvato se transforma en etanol y CO, (Lehninger et al, 2001) (Fig. 1).

PIRUVATO ACETALDEHIDO ETANOL
5 0 mpye 02 g NADHAE NAD*
| ’ / AN "~ i
C—C —CH, C—CH, CH—CH, —CH;
Vs _ /{;f/ -
] Piruvato descarboxilasa 0 Alcohol deshidrogenasa

Figura 1. El piruvato producto de la glicdlisis es transformado a etanol en la fermentacion alcohdlica, tomado

de (Lehninger et al, 2001).

El etanol es un liquido volatil incoloro de un olor caracteristico, pose una
desigual distribucion de sus cargas lo que le confiere una polaridad natural, es
soluble en agua, cloroformo, y acetona entre otros disolventes, y es practicamente
insoluble en grasas y aceites. Es importante mencionar que algunas publicaciones
han descrito errbneamente al etanol como una sustancia soluble en lipidos,
posiblemente esto se deba a que es una molécula muy pequefia y es capaz de
pasar libremente a través de las membranas biolégicas de la misma manera que
lo hace una sustancia liposoluble, ademas otras moléculas de bajo peso molecular
como el agua también pueden pasar con facilidad a través de la doble capa de
fosfolipidos sin tener que ser solubles en lipidos (Riveros et al, 1997).

En los mamiferos el etanol es un metabolito que normalmente esta presente

en muy bajas concentraciones de 0.1 a 1 mM, su presencia se debe a la actividad
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fermentativa de la flora gastrointestinal y a su producciéon endégena en diferentes
tejidos, especialmente el higado (McManus et al, 1960; Barahona et al, 1986). Sin
embargo, las cantidades de etanol no son suficientes para justificar la presencia
de tantas isoenzimas capaces de oxidarlo a acetaldehido (Zentella et al, 1993).
Hay que hacer notar que existen variaciones genéticas que influyen en el
polimorfismo de las enzimas responsables del metabolismo del etanol, ademas de
otros factores como la edad, sexo, estado de ayuno o alimentacion, etc., que
contribuyen a la absorcion, la distribucién y el metabolismo del alcohol (Riveros et
al, 1997). Por lo tanto cada individuo responde de forma diferente al consumo de
etanol. Ademas la oxidacion del etanol libera 7 cal/g a estas calorias se les conoce
como “calorias vacias”, ya que no van acompafadas de aminoacidos ni vitaminas,
por lo que no sintetizan las moléculas estructurales de la célula (Laguna y Pifia,
2002)

En general, la concentracion de etanol en sangre permite predecir el grado
de modificacién conductual y cognitiva de un sujeto. Asi y con caracter estimativo
Bogen (1932) propuso una clasificacion de los efectos del etanol, segun diferentes
concentraciones séricas. Esta clasificacion se mantiene en la actualidad con
escasas variaciones. Segun esta clasificacion, concentraciones de alcohol en
sangre (BACs) de:

o Entre 2 y 6 mM no existe apenas alteracién funcional perceptible, excepto si se
recurre a procesos y tareas mas sofisticados de laboratorio (ejemplo; tareas de

atencion dividida).

o Entre 6 y 12 mM de etanol en sangre producen una sensacion de euforia asi

como un incremento de la interaccion social.

o Entre 12 y 20 mM la euforia llega a producir desinhibicién y una seria alteracién

del autocontrol y de la capacidad valorativa del sujeto.
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o Entre 20 y 30 mM, concentraciones que pueden alcanzarse aun en episodios
de consumo de etanol socialmente considerado como aceptable, se produce
un importante descenso de la ejecucion psicomotora y la articulacion del habla

se ve parcialmente comprometida.

o Entre 30 y 40 mM de etanol en sangre producen una confusion mental
significativa que se traduce incluso en dificultades relativas para mantener el

equilibrio postural (citado en Aragén et al, 2002).
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Absorcién

Después de que el etanol es ingerido, comienza a ser absorbido
inmediatamente por el epitelio mucoso y en los alvéolos pulmonares como vapor,
sin embargo, la cantidad que es absorbida por estas dos vias es practicamente
insignificante, por lo que se puede considerar que todo el alcohol ingerido va al
estbmago, donde es absorbido por difusién simple por el epitelio del estbmago e
intestinos como ocurre con el agua. En el estdmago, es absorbido en pequenas
dimensiones en la corriente sanguinea por mucosas gastricas (aproximadamente
del 20-al 30 %), mientras que la cantidad mas grande es canalizada por el
vaciamiento gastrico hacia el intestino delgado (Batt, 1989; Cooke y Birchall, 1969;
Smith et al, 1992) (Fig. 2). Es en el intestino delgado (principalmente duodeno y
yeyuno) en donde se lleva acabo la principal absorcién del etanol, este
rapidamente es canalizado hacia la vena porta y desde alli es llevado
directamente al higado para ser metabolizado (Watson, 1989) (Fig. 3). Su
oxidacion se realiza principalmente en este 6rgano, que contiene la mayor
cantidad de enzimas que lo oxidan. Durante su metabolismo, éste es capaz de
desplazar el 90% de otros sustratos utilizados por el higado, lo que convierte al

hepatocito en la principal célula que metaboliza al etanol (Lieber, 1991).

( Mucosa Bucal

Higado

Eséfago

Estomago
Duodeno
Pancreas

Intestino Grueso

Intestino Delgado

Figura 2. Organos involucrados en la absorcion y oxidacion del etanol, cuando el alcohol es administrado por

via orogastrica, tomado de (Riveros et al, 1997).
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De este modo la mujer, que tiene una menor proporcion de fluidos
corporales que el hombre (53% contra 61.8%), alcanza niveles mas altos de etanol
en sangre habiendo ingerido la misma cantidad de etanol (Batt, 1989; Watson,
1989).

La taza de absorcion de etanol, depende principalmente de la velocidad con
la que pasa del estbmago al intestino delgado, que a su vez depende de la
velocidad del vaciamiento gastrico. En general la presencia de alimento solido
retarda el vaciamiento gastrico y la velocidad de absorcién del etanol (Horowitz et
al, 1989). En otros casos la concentracion del etanol ingerido también influye en la
absorcion y retarda el vaciamiento del alimento (Roine et al, 1991). Este es solo un
factor pero hay muchos mas factores que pueden modificar la velocidad de
absorcion como son: vaciamiento estomacal, alimento en el estdmago,
concentracion de etanol, flujo sanguineo en el sitio de absorcion, propiedades
irritantes del etanol, taza de ingestion, tipo de bebida, deficiencia proteica,
temperatura corporal, ejercicio fisico y ciclo mestrual (Agarwal y Goedde, 1989).

Efectos toxicos

en o6rganos . [
Metabolitos extrahepaticos

Ingerido Circulacion periférica

Arteria hepatica
Menos del 10 % es

eliminado en :

Vena porta
P ® QOrina

® sudor

® ajre respirado
Metabolismo en mucosa |

Metabolismo en la
luz intestinal Eliminacion biliar
Heces

Figura 3. Metabolismo hepatico y extrahepatico del etanol, tomado de (Zentella et al, 1993).
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Metabolismo del etanol

Las células eliminan al etanol casi exclusivamente por oxidacion. Este
proceso se da principalmente en el higado, mediado por Ila alcohol
deshidrogenasa (ADH) citosdlica. Asi el alcohol es metabolizado enzimaticamente
por la ADH primero a acetaldehido (AcH) (Petersen et al, 1983). En cuanto a la
oxidacion del AcH, la enzima implicada es la aldehido deshidrogenasa (ALDH) y
mediante su accion se obtiene acetato, los ultimos productos de este metabolismo

son el dioxido de carbono (CO,) y el agua (H20) (Escarabajal, 2000).

Por otra parte, una pequefia porcion de ese etanol, un 10% o menos, puede
ser metabolizado por rutas alternativas, como por ejemplo; el sistema microsomal
oxidante del etanol (MEOS) o la via de la catalasa (Lieber, 1977; Zimatkin and
Deitrich, 1997) (Fig. 4): EI MEOS vy la catalasa tienen valores para la constante de
Michaelis (Km) mayores que la ADH por eso solo llegan a ejercer una accion
significativa a niveles elevados de etanol, cuando la ADH esta inhibida o, en el
caso de MEQOS, cuando el consumo de etanol es crénico (Zimatkin y Deitrich,
1997). También se ha propuesto en este metabolismo un mecanismo que implica

a los radicales libres (Winston y Cederbaum, 1983 (a, b)).

Alcohol Deshidrogenasa

La ADH hepatica cataliza la oxidacién de etanol a AcH y la reduccion
simultanea de NAD a NADH. La enzima esta localizada en el citosol, tiene una
constante de afinidad (Km) relativamente baja (Von Wartburg et al, 1983), y
funciona a su capacidad maxima con cantidades relativamente pequefas de
alcohol en sangre. El paso limitante en esta etapa del metabolismo del etanol
depende de la velocidad con la que el higado regenera NAD desde el NADH. Para
lograr esto, el piruvato es reducido a lactato por el NADH vy el lactato pasa a la

sangre (Eriksson, 1977) (Fig. 4). Esta enzima tiene un orden cinético de cero y su
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velocidad de reaccion no se incrementa por la presencia de etanol en cantidades

grandes.

ADH

CH,CH,0H + NAD" CH,CHO + NADH + H'

Varios estudios han demostrado que la actividad de la ADH hepatica
humana tiene una gran variedad interindividual (Li y Magnes, 1975). En este
sentido las diferencias en el metabolismo reflejan principalmente el amplio
intervalo de propiedades cataliticas de la ADH hepatica humana y la de otros
animales que se deben al amplio numero de formas moleculares observadas en
esta enzima, se puede decir que la ADH en funcion de sus caracteristicas
electroforéticas y cataliticas es una mezcla de un amplio numero de isoenzimas
(Smith et al, 1973; Jornvall et al, 1987). Teniendo en cuenta que la ADH es un
multigen, es decir, un sistema alélico multiple (Jornvall et al, 1991) que en seres
humanos constituye una familia compleja, a partir de sus rasgos estructurales y
cinéticos, y por la composicién de sus isoenzimas puede ser dividida en cinco
clases (Yin, 1994). Asi la ADH esta ampliamente distribuida en diferentes tejidos

del cuerpo humano (Boleda et al, 1989) (Cuadro 1).
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Cuadro 1

Actividad de Alcohol Deshidrogenasa en varios 6rganos de rata con

33 mM de etanol y 4 mM NAD" como sustrato, pH 7.5

Actividad
Organo mU/g de tejido Total (mU/6rgano)
Ojos 5.87+0.7 1.5+£0.2
Mucosa del oido 89+1.3 2.0=+0.3
Mucosa nasal 153+2.6 1.3+£0.2
Traquea 53+0.7 1.2+0.1
Pulmones 8.1x14 13.5+2
Mucosa bucal 3.8+£0.8 0.3+0.1
Lengua 54+0.5 4.0+0.3
Esofago 16.1+3.2 3.7+£0.7
Estomago 11.8+1.7 19.6+3
Intestino delgado 19.3+£43 58.0+ 14
Colon 13.5+1.3 30.0+3
Recto 373+7.0 285+6
Higado 260.0 + 50 3500.0 £ 640
Glandula Suprarrenal 4.0+0.5 0.8+0.3
Rifdn 16.0+7.0 26.0+ 13
Vejiga urinaria 10.0+2 1.8+£0.5
Testiculos 26.2+9.0 60.0 £20
Pene 10.5+£4.1 40.0 £ 16
Epididimo 17.5+£8.09 444+ 1.16
Ovarios 7.0£5.0 0.9+0.7
Utero 174+72 9.6+ 4
Vagina 125+4.6 3.0+1
Piel 2.8+ 03 88.0+ 15

Datos reportados por Boleda et al, 1989.

Sistema Microsomal Oxidante de etanol

compara con la ADH (Escarabajal, 2000).

El Sistema Microsomal Oxidante del etanol (MEOS) se localiza en los
microsomas del reticulo endoplasmatico que cuentan con la presencia del
citocromo P-450 la reaccion requiere la presencia de NADPH y la reduccion de
una molécula de oxigeno, formando H,O, (Fig. 4). Este sistema enzimatico es
miembro de la familia de los citocromos microsomales P450, y la denominacion
actual mas extendida para este sistema es P450 CYP2E1, que corresponde a la

proteina purificada. Es un enzima que presenta una Km alta (8-10 mmol/l), si se

10
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CH,CH,OH + NADPH + 0, Y2 CH,CHO + NADP" + H,0, +

La mayor actividad del MEOS es conferida por la exposicién prolongada del
etanol que conlleva a un aumento en el metabolismo de diferentes drogas, asi
como al aumento en la produccion de metabolitos tdéxicos generados a partir de

ciertas drogas (Riveros et al, 1997).
Catalasa

La catalasa que se encuentra en los peroxisomas de las células hepaticas,
actua descomponiendo peroxidos de hidrégeno en el proceso de oxidacion del
etanol (Fig. 4), la principal limitante en la actividad de esta enzima es la presencia
de peroxidos, por lo que su participacion en la oxidacion etilica es muy reducida
(Lieber, 1994).

CATALASA
CH3CH20H + HzOz ——>—> CH3CHO +2 HzO

La catalasa es un enzima tetramérica con un grupo hemo en cada
subunidad. El gen de la catalasa humana ha sido localizado en el cromosoma 11
(Goth y Pay, 1996). Se encuentra en todos los organismos aerobicos y todo indica
que su funcion es degradar rapidamente peréxido de hidrogeno. La catalasa es
uno de los catalizadores mas activos producidos por la naturaleza. Es unica entre
las enzimas que degradan H,O, porque lo hace de una manera muy eficiente
energéticamente por ello se ha propuesto como sistema regulador de la
homeostasis de peroxido de hidrégeno en la célula (Escarabajal, 2000).
Dependiendo de la concentracion de perdxido, ejerce una funcién dual. A altas
concentraciones de substrato, la catalasa descompone el peroxido de hidrégeno
rapidamente sirviendose de una reaccion catalitica en la cual el H,O, actua tanto

como aceptor, como donador de moléculas de hidrogeno (Berkaloff et al., 1988).
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Las contribuciones de la catalasa al metabolismo hepatico del etanol
pudieran verse seriamente comprometidas (Lieber, 1997), ya que los niveles de
peréxido de hidrogeno presentes en el organismo pudieran ser insuficientes para
posibilitar el nivel de funciona-miento que algunos autores le atribuyen. No
obstante, existen pruebas que indican que los niveles de peroxido de hidrégeno
presentes en algunas mediciones in vitro pueden ser menores de los existentes in
vivo lo que puede estar reduciendo la importancia percibida de la via metabdlica
mediada por la catalasa. Asi, la adicion de acidos grasos o albumina (que elevan
la cantidad de H,0,) a estas preparaciones, posibilita que este sistema sea el
principal responsable de la oxidacion del etanol en ausencia de la ADH
(Escarabajal, 2000)

También se ha observado que a dosis superiores a 3 g/kg de etanol, la
inhibicion de la catalasa por el AT (3-amino-1,2,4-triazol), un inhibidor de peroxido
de hidrégeno rico en hierro, produciendo una disminucion en la velocidad de
eliminacién del etanol, lo que hace suponer la participacion de esta enzima cuando

las concentraciones de alcohol son elevadas (Thurman y Handler, 1989).

Oxidacién no enzimatica del etanol.

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,O, el cual se genera en la mitocondria y el
reticulo endoplasmatico, esto da lugar a la formacién de iones oxhidrilo (OH) y

radicales hidroxilo (-OH) via la reaccidon de Fenton que tambien puede se iniciada

por iones ferricos (Fe**) (Zentella y Saldafia, 1996).
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Fe** + H,0, —— Fe** + ‘OH + OH

Fe** + H,0, ————» Fe** + -‘O0OH + OH"

La presencia de radicales hidroxilo depende de la presencia de quelatos de
fierro, un sistema reductor, y la disponibilidad de peréxido de hidrégeno (Kathrym
y Richard, 1989). Por lo que las reacciones que producen peroxidos de hidrogeno
0 ion superoxido promueven la oxidacidn no enzimatica del etanol. Esta oxidacion
pudiera ser poco significativa, debido a que los complejos organicos de fierro son
poco eficientes para oxidar el etanol, sin embargo la generacion de RL a partir de
la oxidacion etilica explica el dafio a los tejidos por etanol. Los ésteres etilicos son
metabolitos no oxidativos del etanol que se pueden formar in vivo mediante una
reaccion catalizada por la enzima etil ester sintetasa (Mogelson y Lange, 1984).
Los efectos fisiolégicos de la formacion de ésteres etilicos consisten en la
afectacion de la capacidad oxidativa de la mitocondria, aunque también se ha
descrito su capacidad para desordenar las membranas celulares (Aragdn et al,
2002).

Como se expuso con anterioridad el etanol, después de su ingestion, se
absorbe rapidamente desde el tracto intestinal y es distribuido uniformemente en
el agua del organismo. La via para degradar el etanol es su oxidacion en el higado
a AcH mediante la accion de la ADH. Posteriormente, el AcH es oxidado por la
ALDH dependiente de NAD" a acido acético. La ALDH es la segunda enzima mas

importante en el metabolismo del etanol (Weiner, 1979).

Aldehido deshidrogenasa

Debido a sus efectos agudos y cronicos en humanos, el acetaldehido ha

recibido una atencidon considerable. La ALDH cataliza la oxidacion de AcH en el
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higado y en otros dérganos ya que al contrario de la ADH, que esta localizada
principalmente en el higado, la ALDH se localiza practicamente en cualquier

organo del cuerpo (Escarabajal, 2000).

También, a diferencia de la ADH, que se encuentra exclusivamente en el
citosol, la ALDH se encuentra en los microsomas y en la mitocondria asi como en
el citosol. Las formas multimoleculares de la enzima, poseen diferentes

propiedades fisicas y cataliticas (Deitrich et al, 1976).

La reaccion catalizada por la ALDH es esencialmente irreversible en
direccion de la formacién de acetato por la elevada eficiencia catalitica de la ALDH
y el alto grado de reoxidacion de NADH™+H" a NAD" en la mitocondria permite el

metabolismo del etanol en un rango importante en el higado (Escarabajal. 2000)
(Fig. 4)

La aldehido oxidasa (AO) es una enzima pobremente estudiada, la cual
cataliza la oxidacion del acetaldehido hacia acetato en una reaccion dependiente
de oxigeno y que genera H;O,. El Sistema Microsomal de Oxidacion del
Acetaldehido (MAQOS) requiere la participacién de un citocromo P-450 para llevar a
cabo la oxidacion del acetaldehido hacia acetato en una reaccidon acoplada a la
oxidacion de un fosfato dinucleétido de adenina nicotinamida reducida
(NADPH*+H") y la reduccion de una molécula de oxigeno para formar H,0,, en

una reaccion analoga a la realizada por la MEOS sobre el etanol (Fig. 4).
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oxidacion no enzimatica

HzOz 2 HzO
H,0, 2 H,0 NADPH +0,+H,0 NADP"+ H,0 +2H
hﬁ"h— —""fﬁr HH"‘"":.- —1""‘,_#;
Catalasa MAOS
NADPH +0,+H,0 NADP*+ H,0 + 2H" 0, + H,0 H,0,
e T e _—~F
“--...,___." H‘_,,-f"" "‘--...,_____ﬂ . e
MEOS Aldehido Oxidasa
NAD* NADH %% NAD' NADH ¥
""'H, M -‘M"‘.h _ﬂﬂ
Etanol e el 3 Acetaldehido B — & Acetato

Alcohol Deshidrogenasa Aldehido Deshidrogenasa

acidos grasos lipidos, proteinas, nucleotidos

\ \

e e -

= (steres de ac. grasos

# aductos de acetaldehido

Etil éster sintetasa de acidos reacciones no enzimaticas

Figura 4. Principales vias metabolicas relacionadas con el metabolismo del etanol y del acetaldehido, tomado

de (Riveros et al, 1997).
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Especies del Oxigeno Reactivas y Radicales Libres

El metabolismo del etanol genera gran cantidad de Especies del Oxigeno
Reactivas (EOR), y entre ellas radicales libres (RL) que se identifican como
atomos o moléculas capaces de existir independientemente, y que poseen uno 6

mas electrones no apareados girando en orbitas externas (Zentella et al, 1994b).

Las EOR se generan en el organismo como subproductos de diversas
reacciones y con multiples funciones (Cuadro 2), la mitocondria constituye un gran
generador de oxidantes, tiene un sistema transportador de electrones que
consume aproximadamente el 85% del oxigeno usado por la célula, en contraste
con otros sistemas productores de oxidantes como el citocromo P450, varias
oxidasas citosolicas y la B-oxidacion de acidos grasos en los peroxisomas
(Chance et al, 1979; Shigenaga et al, 1990), las EOR se generan en menor grado
en procesos como el metabolismo del acido araquiddnico, sintesis de hormonas
en la corteza suprarrenal, ciclos enzimaticos, y por la accidon de polimorfonucleares

con multiples funciones (Zentella y Saldana, 1996).

Cuadro 2. Funciones de las Especies del Oxigeno Reactivas

Promotores de especies ferrilo.

Reduccion de ribonucledtidos.

Reacciones de oxidacion, carboxilacion e hidroxilacion.
Fagocitosis.

Actividad de peroxidasa, NADH y NADPH oxidasas.
Maduracion y respuesta al dafio en tejidos vegetales
Produccioén de eicosanoides.

Factor endotelial de relajacion.

Las especies reactivas derivadas del oxigeno se producen normalmente en
el cuerpo humano; se calcula que del oxigeno respirado del 1 a 3% es usado para
formar radical superdxido (Oy), tanto en la cadena de transporte de electrones

dentro de la mitocondria como en reticulo endoplasmatico. Parte de los radicales
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O, se producen durante las reacciones de varias moléculas directamente con el
oxigeno, por ejemplo: la adrenalina, la dopamina, el tetrahidrofolato, los
citocromos, etc (Shigenaga et al, 1990). Ademas, el O," también es producido por
las células del sistema inmune: los fagocitos (neutréfilos, monocitos, macréfagos,
eosindfilos) como parte del mecanismo para destruir organismos extrafos, el
radical ‘'OH se produce por las radiaciones provenientes del medio, ya sean
naturales o bien de otras fuentes creadas por el hombre (Zentella y Saldafia,
1996). Otro RL que produce el organismo es el éxido nitrico (NO), que es un

segundo mensajero intracelular y participa en la regulacion sanguinea.

Las EOR generadas por el metabolismo normal existen en concentraciones
muy bajas, de 1X10™* a 1X10™° M, no viajan muy lejos de los sitios en donde se
forman, debido a que su vida media es de unos cuantos microsegundos (Zentella
y Saldaia, 1996).

Las EOR se pueden agrupar en derivadas del oxigeno como los singuletes
0 y o del Oxigeno (O), el radical O, el radical ‘OH, los del nitrbgeno como
peroxinitrato, oxido nitrico y de metales de transicion (Ferreira, 1984). Las EOR
reaccionan con polimeros estructurales de la célula como los polisacaridos, lipidos
(acidos grasos de la membrana), proteinas (grupos tioles), y acidos nucleicos
(purinas y pirimidinas), alterando su estructura y funcién, por lo tanto cuando la
abundancia de RL rebasa la capacidad antioxidante de la célula esta entra en un

estado de estrés oxidativo (Zentella y Saldana, 1996).

Entre los dafos celulares ocasionados por los RL se encuentra la
lipoperoxidacion de la membrana celular, que involucra una serie de oxidaciones
consecutivas que son iniciadas por radicales hidroperéxilo (OHy), ‘OH, o por el
oxigeno singulete. La lipoperoxidacion parece ser uno de los mecanismos mas
importantes relacionados con el dafo celular, durante el consumo exagerado o

cronico de etanol (Zentella et al, 1994b; Videla y Valenzuela, 1982).
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Antioxidantes

Las EOR y los RL se producen constantemente en forma inevitable durante
los procesos metabdlicos, la célula ha desarrollado un poderoso y complejo
sistema de defensa para limitar la exposicion a estos agentes que reciben el
nombre genérico de antioxidantes (AOX) (Yu, 1994; Alarcén, 2001), y pueden
definirse como moléculas que previenen la formacién descontrolada de RL o
inhiben sus reacciones con estructuras bioldgicas (Halliwell y Gutteridge, 1999;

Chaudiére y Ferrari-lliou, 1999).

Muchos de los AOX son enzimas o nutrimentos esenciales, o incorporan
nutrimentos esenciales en la estructura de sus moléculas (Machlin y Bendich,
1987), entendiendo como nutrimento esencial a aquel compuesto que debe ser
ingerido porque el organismo es incapaz de sintetizarlo. Esta caracteristica se
puede tomar para clasificarlo en AOX enzimaticos y no enzimaticos (Larkins, 1999;
Chaudiére y Ferrari-lliou, 1999). Otro criterio de clasificacion se basa en el
mecanismo mediante el cual los AOX ejercen su accién protectora, agrupandolos
en aquellos que cumplen una funcion preventiva en la formacion de los RL y en
aquellos que interceptan o capturan los que ya se han producido. También es
posible clasificarlos conforme a su localizacién, ya sea en intra o extracelulares
(Larkins, 1999).

Para proveer proteccion, los AOX plasmaticos e intracelulares estan
integrados a las estructuras moleculares para lograr la supresion de las reacciones
que generan RL (Yu, 1994). Estos ultimos se distribuyen preferentemente en los
organelos que, por la intensidad de su actividad y su funcién metabdlica, generan
una mayor produccion de RL, localizados tanto en membranas como en el citosol
(Cheeseman y Slater, 1993; Comporti y Benedetti, 1985).
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Antioxidantes enzimaticos.

La funcidn antioxidante desempefiada por enzimas puede presentar
ventajas frente a los compuestos AOX en el sentido de que su actividad es
regulada acorde con los requerimientos celulares: pueden ser inducidas, inhibidas
o activadas por efectores enddgenos (Harris, 1992). El grupo de antioxidantes
enzimaticos cataliza la transferencia de electrones desde un sustrato hacia los RL.
Posteriormente los sustratos o agentes reductores empleados en estas reacciones
se regeneran para ser nuevamente activos y lo hacen a expensas del NADPH"+H"
producido en las diferentes vias metabdlicas (Chaudiére y Ferrari-lliou, 1999).
Frente a una exposicion prolongada de EOR puede ocurrir una disminucion en las
concentraciones del NADPH necesario en otros importantes procesos fisiologicos,
a pesar de que algunos AOX enzimaticos no consumen cofactores (Miller et al,
1993).

Algunos ejemplos de AOX enzimaticos son:

Superoxido dismutasa (SOD).

Esta enzima es una metaloproteina presente en las células aerobias y
fluidos extracelulares. Su funcién es catalizar la dismutacion del radical
superoxido a perdxido de hidrogeno, lo que no requiere de cosustrato. La
SOD presenta tres isoformas, dependiendo del metal que contenga. Las
isoformas dominantes son la SOD-Cu y SOD-Zn, Ilocalizadas
preferentemente en el citosol. La isoforma SOD-Mn se encuentra en la matriz
mitocondrial (Chaudiére y Ferrari-lliou, 1999). La biosintesis de esta enzima
se encuentra fuertemente regulada por la concentracion del sustrato sobre el

cual actua.
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Catalasa.

Es una hemoproteina que contiene cuatro grupos hem. De amplia
distribucion intracelular, se centra principalmente en peroxisomas vy
mitocondrias (Murray et al, 1994) para catalizar la descomposicion del
peroxido de hidrégeno proveniente de la dismutacion del superdxido en agua
y oxigeno, esta funcion es compartida con la enzima glutation peroxidasa. En
general las bajas concentraciones de peroxido son preferentemente

catalizadas por la catalasa (Yu, 1994).

Glutation peroxidasa (GSH-Px).

Es una selenoproteina que, en las células animales, se ubica en la
matriz mitocondrial y en el citosol. En presencia de glutation reducido (GSH),
como agente reductor, cataliza la reduccion del peroxido de hidrégeno y otros
hidroperoxidos organicos en agua y alcohol, respectivamente (Powers y
Lennon, 1999). Al igual que otras selenoproteinas, el sitio activo de GSH-Px
contiene selenio (Se) bajo la forma de residuos de selenocisteina incorporada
a una cadena polipeptidica conformada por 21 aminoacidos (Stadman, 1996).
Se han descrito cuatro isoformas de GSH-Px que difieren tanto en su
ubicacion como en la especificidad del sustrato (Holben y Smith, 1999), tres
de las cuales presentan estructura tetramérica (Arthur, 2000), La primera de
ellas, GSH-Px celular o clasica, esta practicamente en todas las células,
puede reducir el peréxido de hidrogeno e hidroperdxidos organicos libres y
convertirlos en agua y alcoholes. La segunda isoforma es la GSH-Px
plasmatica o extracelular, es una glicoproteina purificada, caracterizada a
partir de plasma humano que se sintetiza en las células tubulares proximales
del riidn. El tercer tipo es la GSH-Px fosfolipido hidroperdxido, cuya funcion
biolégica primaria es proteger contra la lipoperoxidacién (LPO) reduciendo
hidroperdxidos de acidos grasos en las membranas celulares y previniendo la

oxidacion de lipoproteinas de baja densidad. Es la unica isoforma cuya
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estructura es monomérica; es decir, contiene un solo residuo de
selenocisteina (Arthur, 2000). EI ultimo tipo se denomina GSH-Px
gastrointestinal y representa la principal peroxidasa dependiente de glutation
en el tracto gastrointestinal. Es importante en la reduccion de hidroperdxidos
de colesterol y en la proteccion contra la toxicidad por ingestion de

hidroperoxidos lipidicos (Holben y Smith, 1999).

Antioxidantes no enzimaticos.

Los AOX no enzimaticos constituyen un grupo heterogéneo de moléculas
hidrofobicas e hidrofilicas que capturan RL y originan especies quimicas menos
nocivas para la integridad celular. El mecanismo involucrado es la donacién de un

electron a un RL con el fin de estabilizarlo (Larkins, 1999).

Los AOX no enzimaticos hidrofilicos se ubican principalmente en el citosol,
matriz mitocondrial y nuclear y en fluidos extracelulares, entre ellos esta la
vitamina C, glutation, acido urico, ergotioneina y flavonoides polifendlicos
(Chihuailaf et al, 2002).

Vitamina C.

Se encuentra bajo la forma de ascorbato, distribuido intra y
extracelularmente. Reacciona en forma directa con el radical superoxido,
hidroxilo y varios hidroperéxidos lipidicos. También actua sobre el radical
tocoferoxilo regenerandolo a vitamina E. Este proceso transforma el
ascorbato en el radical deshidroascorbato, el retorno a su forma nativa es por
acciéon enzimatica o por sustratos celulares tiélicos (Powers y Lennon, 1999).
A pesar de sus propiedades como AO, el ascorbato puede desempenfarse
como un potente prooxidante en presencia de excesivas concentraciones de
iones Fe*" y Cu?* (Yu, 1994).
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Acido urico.

Su funcion como AOX biologico tanto intra como extracelular, ha
comenzado a reconocerse. Su mecanismo de accion aparentemente seria
prevenir la oxidacion de la Vitamina C y formar complejos con los metales
Fe®* y Cu®* (Yu, 1994; Miller et al, 1993).

Ergotioeina.

Llega a las células de los mamiferos a través de la ingesta de
vegetales. Es un poderos capturador de EOR producido por la accion de la
mieloperoxidasa presente en neutréfilos. Puede reaccionar con peroxinitritos
y sus derivados y capturar iones hidroxilo. Sus estados oxidados intermedios
son rapidamente regenerados en presencia de ascorbato (Powers y Lennon,
1999).

Flavonoides polifendlicos.

Se designa con este nombre a un amplio grupo de compuesto
fendlicos (catecinas, cianidinas, quercetinas) que actuan como potentes
quelantes de metales y capturadores in vitro de EOR y especies del
nitrogeno reactivas (ENR). Pueden ser lipo o hidrosolubles y se localizan

tanto intra como extracelularmente (Larkins, 1999).
Glutatién.

Sus propiedades quimicas le permiten actuar frente a numerosos
compuestos oxidantes, tales como perdxido de hidrogeno, superoxido,
hidroxilo y especies reactivas del carbono (Yu, 1994), ademas, reduce el
radical tocoferoxilo y deshidroascorbato reconvirtiendolos a su forma original

(Powers y Lennon, 1999. Zentella y Saldafia, 1996).
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Glutation

El glutation es un tripéptido (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) esta formado por
acido glutamico, cisteina y glicina, la cisteina contiene un grupo sulfhidrilo libre que
funciona como amortiguador para mantener los residuos de cisteina de la
hemoglobina y de otras proteinas de las células en su forma reducida (Akerboom y
Sies, 1981; Sies, 1999), por lo tanto lo podemos encontrar como glutatién reducido
(GSH), como glutatiéon oxidado (GSSG) y asociado a proteinas conformando al
glutation total (GT) (Sies, 1999) (Fig. 6).

Dos estructura caracterizan a la molécula de glutation; en primer lugar un
enlace peptidico y-glutamil, que lo hace resistente a la accién de enzimas
intracelulares con actividad de peptidasa normal y la segunda mitad donde el
residuo de cisteinil lo dota como donador de electrones (Speisky et al, 1985; Sies,
1999).

El glutation existe en concentraciones de 0.1 a 10 mM con amplia
distribucion en las células de los eucariontes (Martensson et al, 1990), y es
considerado como el principal tiol no proteico intracelular en plantas y animales
(Meister y Anderson, 1984; Sies, 1999). El glutation no se distribuye de forma
homogénea en las células, del 80-85% se localiza en el citosol, lugar exclusivo de
su sintesis, y del 15-20% se ubica en las mitocondrias donde puede alcanzar una
concentracion similar a la que se encuentra en el citosol (Fernandez-Checa et al,
1991). La poza de glutation mitocondrial proviene del citosol ya que existe un
eficiente sistema acarreador que transloca el glutation citosélico a la matriz

mitocondrial (Martensson et al, 1990; Meister, 1988),

El glutation es el AOX mas importante con el que cuenta el higado, ya que
este es su principal sitio de sintesis, almacenamiento y exportacion, su
importancia radica en el papel que juega el higado como responsable de la

oxidacion y eliminacién del alcohol ingerido, xenobidticos y otros productos toxicos
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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 toxicos a las EOR (Garcia-Ruiz et
al., 1995; Lieber, 2003).

El papel del glutation, en la detoxificacion de metabolitos electrofilicos de
xenobidticos 6 de especies reactivas de oxigeno generadas durante el
metabolismo redox ha sido bien definido, su forma reducida juega un papel muy
importante al reaccionar con el perdxido de hidrégeno y con peréxidos organicos
(Zentella et al, 1995). Algunas funciones celulares relacionadas con el glutatiéon
son: la sintesis de proteina y ADN, crecimiento y division celular, reacciones de
reduccion metabdlica, sintesis de leucotrienos, regulacién de enzimas —SH,
resistencia a luz ultravioleta, proteccion de lente/cérnea, conjugacion de

xenobidticos en higado, proteccion celular/antioxidante (Sies, 1999).

El glutation reacciona rapidamente con el radical hidroxilo, con el producto
citotoxico de la reaccién de Fenton, con perdxinitrito (N2Os3), con productos
citotoxicos formado en la reaccion del éxido nitrico (NO) con el O, y el superdxido
respectivamente (Briviba et al, 1999). En reacciones catalizadas por varias
isoformas de la GSH-Px el glutatién puede participar reduciendo a peroxidos de
hidrogeno y peroxidos lipidicos (Urcini et al, 1995) (Fig. 5). Cada una de estas
reacciones conduce directamente o indirectamente a la formacién de glutatidon
disulfuro (GSSG), una especie que es reducida intracelularmente por la glutation
reductasa dependiente de NADPH"+H" (Kehrer y Lund, 1994) (Fig. 5).
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2GSH + H,0, » GSSG +2H,0

(o peroxidos de Se-GSH-Px

Glutation reductasa

Glucosa-6-fosfato

Glucosa-6-P-DH
NADP NADPH + H'

6-P-Glucosa o lactona

Figura 5. Reacciones en las que intervienen las enzimas glutation peroxidasa (GSH-Px) y la glutation

reductasa (GR).

Cuando hay niveles normales de estrés oxidativo la actividad de la glutation
reductasa y la disponibilidad de NADPH*+H" son suficientes para mantener la
relacion GSH/GSSG (Akerboom et al, 1982). Bajo estas circunstancias no hay
perdida de glutation por la oxidacion. Sin embargo el aumento de estrés oxidativo
y otros factores limitan la actividad de la glutation reductasa, y entonces el
glutation oxidado puede acumularse. Esto tiene dos consecuencias: el estado
redox del tiol cambiara activando la respuesta oxidante y transcripcion de algunos
elemento (Sen y Pecker, 1996), y el glutation oxidado preferentemente puede ser
secretado por la célula y es rapidamente degradado extracelularmente, la perdida
de glutation oxidado de las células en condiciones de estrés oxidativo celular,

incrementa sus requerimientos para la sintesis de glutation.

Las condiciones nutricionales y los valores de GSH se encuentran
estrechamente relacionados, al grado de que las condiciones de ayuno ocasionan

una disminucidn significativa de sus niveles (Lu, 1999).
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Glutation reducido

(GSH)
SH
0 +
H;N CH, /O'\ NH, COO
CH, / NH, / CH,
Enlace y 0O
COO
L-y-glutamato L-cisteina L-glicina

Glutation oxidado o disulfuré

(GSSG)
COO _
+ O
/C N e \ / CHZ\
H3;N CH, \O/ NH, COO
Enlace
+ disulfuro
i H .
H;N' CH, /?\ NH, COO’
CH, NH, O/ CH,
COO

Figura 6. Estructura del glutation reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG).
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Sintesis de Glutation

El higado es uno de los 6rganos con mas alto contenido de glutation y unico
en dos aspectos de sintesis. El primero es que el hepatocito en el unico que tiene
la capacidad de convertir metionina a cisteina a través de la transulfuracion; El
segundo es el balance que hay en la taza de exportacion al plasma, la bilis y a la
mitocondria por distintos sistemas transportadores, estos transportadores
mantienen la poza mitocondrial ya que esta no lo puede sintetizar, este
transportado puede ser perjudicado en ratas alimentadas con etanol y provocar

una caida del glutation mitocondrial (Fernandez-Checa et al, 1992).

El glutation es sintetizado a partir de aminoacidos precursores en el citosol
de practicamente todas las células (DelLeve y Kaplowitz, 1991; Meister, 1988). Los
aminoacidos que constituyen a esta sintesis son L-glutamato, L-cisteina y L-glicina
y se requiere de dos ATPs en la reaccion (Lu, 1999) (Fig. 7).

El primer paso en la sintesis es limitado y catalizado por la y-glutamilcistein
sintetasa (GCS), esta enzima se encarga de unir al L-glutamato con L-cisteina a
través de un enlace y que le confiere estabilidad celular y resistencia a la
degradacion por peptidas intracelulares, por lo que solamente la enzima y-
glutamiltranspeptidasa (GGT) que se encuentra localizada en la superficie externa
de la membrana celular, puede hidrolizar este enlace (DeLeve and Kaplowitz,
1991). La segunda enzima encargada de unir a la glicina al dipéptido y-

glutamilcisteina es la glutatién sintetasa (Lu, 1999) (Fig. 7).

La GGT juega un papel muy importante en el metabolismo del glutation
dado que al escindir el residuo y-glutamilo del GSH (GSSG y de los conjugados de
GSH), el y-glutamil libre es inmediatamente transferido a otro aminoacido externo
formandose un aminoacido y-glutamil y un dipéptido cistein-glicina (Fig. 7), el
aminoacido y-glutamil es transportado nuevamente al interior de la célula donde es

hidrolizada la union con el aminoacido por la enzima ciclotransferasa para formar
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5-oxoprolina (que es la forma ciclica del glutamato), después la enzima 5-

oxoprolinasa la convierte nuevamente a glutamato y nuevamente es empleado en
la sintesis de GSH (Fig. 7) (Meister, 1988; Lu, 1999). El dipéptido cistein-glicina es

dividido 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).
Membrana | " aminodcido
y-glutami
celular aminoacido , .
—— S-oxoprolina ATP
3 :
2 ATP + Pi
cisteinilglicina 6
aminoscido \ glutamato
- cisteina ATP
glicina
glutation
4
5
ATP + Pi

Figura 7. Ciclo de la sintesis del glutation y las enzimas involucradas :

ciclotransferasa,
cisteinglicinasa.

ATP + Pi

3) oxoprolinasa,

€ N\

—~—— Y-glutamil

cisteina

ATP

Citosol

1) y-glutamiltranspeptidasa, 2)

4) v-glutamilcistein sintetasa, 5) glutation sintetasa, 6)
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Higado

El higado es la glandula mas grande del organismo llegando a pesar en un
adulto aproximadamente de 1.300 a 1,500 gramos. Esta formado de dos Iébulos
principales de los cuales el derecho es mas grande que el izquierdo (Fig. 8). El
color café rojizo de esta glandula se debe a la capsula de tejido conectivo que lo
cubre. Histolégicamente estd constituido por hepatocitos, células de Kupffer,
células endoteliales, células estrelladas y células granulares, las cuales se
disponen de una forma particular junto con el sistema arterial y venoso
constituyendo el "acino hepatico", que representa la unidad estructural y funcional

de la fisiologia hepatica (Martinez, et al. 2001).

Al higado llega la vena portal, la cual transporta los compuestos absorbidos
en el intestino y en el estbmago, incluyendo las substancias que podrian causar
toxicidad. Al higado también llega la arteria hepatica, la cual transporta hasta un
25% del gasto cardiaco y se encarga de oxigenar todos los tejidos del higado. Del
higado salen vasos linfaticos y dos ductos biliares (uno de cada I6bulo). Los dos
ductos biliares se unen entre si para luego unirse al ducto cistico que sale de la
vesicula biliar, entonces forman un solo conducto que viaja hasta el duodeno del

intestino delgado, donde descarga la bilis producida (Martinez, et al. 2001).

[atda Exuzetdo
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arlerna hepatsca [ ——
rerrdacto bilias | g
fabnale derecho |
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vasieula bl ar e T

Figura 8. Diagrama del Higado cara inferior y posterior
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La unidad funcional del higado esta formada por tres vasos (la vena portal,
la arteria hepatica y el ducto biliar) y los hepatocitos que los rodean. Los vasos van
del espacio periportal (EP) al area centrolobular (AC). En el EP existe una mayor
concentracion de oxigeno, por lo que las substancias que se bioactivan por medio
de oxigenacion son mas peligrosas en esta area. En el AC la concentracion de
oxigeno es menor y como la concentracion de citocromo P-450 es alta, existen las
condiciones para que se presenten reacciones de reduccion catalizadas por esta
enzima (Riveros et al, 1997; Martinez, et al. 2001). Las substancias que se
bioactiven en estas condiciones pueden producir dafio en esta region. Un ejemplo

es el CCly que es toxico en esta area (Zentella et al, 1997).

El higado ejecuta un gran numero de funciones y entre las mas importantes
estan el almacenamiento y biotransformacién de las substancias que recibe por
medio del torrente circulatorio y el sistema portal. Normalmente biotransforma vy
acumula substancias utiles en el organismo tales como la glucosa, en forma de
glucoégeno, aminoacidos, grasas, vitamina A y vitamina B4, (Martinez, et al. 2001;
Lieber, 2003).

El higado estd muy propenso a sufrir dafios por la exposicion a toxicos
debido a que los dos sistemas circulatorios pueden llevar hasta al higado
substancias toxicas o que se vuelven téxicas con las transformaciones que tienen
lugar en esta glandula. Algunas de las reacciones que sufren los toxicos en el
higado de hecho los convierten en substancias menos toxicas o no toxicas y mas
faciles de excretar, en este caso se dice que el higado hizo una destoxificacion
(Martinez, et al. 2001; Lieber, 2003; Zentela et al, 1997).

Para realizar sus funciones, el higado cuenta con una gran cantidad de
enzimas con funciones oxidativas y reductivas, entre las cuales se encuentran el
sistema del citocromo de la proteina 450 (P-450), flavinmonooxigenasas,
peroxidasas, hidroxilasas, esterasas y amidasas. Otras enzimas también
presentes son las glucuroniltransferasas, las sulfotransferasas, metilasas,

acetiltransferasas, tioltransferasas (Riveros et al, 1997. Martines et al, 2001).
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Todas estas enzimas tienen gran importancia en las biotransformaciones de los
toxicos (Lieber, 2003).

Hepatocito.

Es una célula poligonal que posee uno o dos nucleos relativamente grande
con un solo nucledlo. Presenta un gran numero de finas mitocondrias granulosas
de forma oval y con crestas laminares, los perfiles circulares de algunas crestas
sugieren que también existen crestas tubulares. Los abundantes granulos de
glucogeno tienen una distribucién regular, las superficies laterales de las células
tienen un canal de modo que dos células, al alinear su superficie acanalada,
forman un conducto diminuto: el canaliculo biliar. Muchas células pareadas
lateralmente constituyen un canaliculo dirigido hacia la periferia del lobulillo. Las
células hepaticas en la periferia disminuyen de tamano hasta adquirir forma de
células cuboideas pequenas que forman los conductillos biliares de la periferia, los
canaliculos se caracterizan por la presencia de microvellosidades diminutas que
sirve para aumentar la superficie de los mismos. La célula hepatica tiene gran
diversidad morfolégica, debido a la presencia de una cantidad muy variable de

lipidos, glucégeno y reticulo endoplasmatico granular (Martinez, et al. 2001).
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Anti-inflamatorios no esteroideos.

Los AINE'’s son una serie de compuestos que no presentan una similitud
quimica, pero si comparten acciones terapéuticas y efectos moleculares, tienen
tres acciones principales, antipiréticos, anti-inflamatorios y analgésicos, también
disminuyen las constricciones bronquiales, musculares y producen irritaciones
gastrointestinales (Vane, 1971 y Saldana et al, 1996). En los Estados Unidos los
AINE’s son los agentes terapéuticos mas prescritos ya que representan el 4.5 %
del total de prescripciones y los de uso mas comun son, aspirina, naproxen,

ibuprofen, piroxicam, sulindac e indometacina (Bilodeau et al, 1995).

Los AINE’'s actuan inhibiendo la sintesis de prostaglandinas, las
prostaciclinas, y los tromboxanos (Vane, 1971). En general es aceptado que los
AINE’s inhiben la actividad de las cicloxigenasas, la COX-1 constitutiva y la COX-2
inducible (Frolich, 1997). Otros tienen accion dual e inhiben también la actividad
de la lipoxigenasa y con ello impiden la formacion de leucotrienos (Brogden et al,
1984).

Los efectos de los AINE’s resultan también de sus propiedades
fisicoquimicas que probablemente impiden la interaccion de proteina-proteina en
muchos tipos de membranas bioldgicas, ya que la mayoria son moléculas planas,
sin carga, que pueden estar en ambientes lipidicos como las bicapas de las

membranas plasmaticas (Abramson y Weissmann, 1989).

Se piensa que los AINE’s tienen mecanismos de accibn como
secuestradores de RL (Zentella, 1994). Los compuestos quimicos precursores del
acido acetil salicilico, ademas de interferir en la sintesis de prostaglandinas, han
resultado ser atrapadores de RL del oxigeno. Un ejemplo de esto es el acido
benzoico, relacionado estructuralmente con el salicilato, que es un derivado
descarboxilado e hidroxilado por el radical OH (Sagone et al, 1987). Se ha

demostrado que en animales integros el contenido de glutation total (GT) en
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presencia de una administracion aguda de etanol sufre una disminucion, pero al
aplicar piroxicam se revierte la disminucion de GSH hepatico (Zentella et al,
1994a).

Esto sugiere que los AINE’s podrian actuar de manera similar reaccionado
rapidamente con los RL (Zentella, 2002), por ello es de gran importancia para este
trabajo evaluar los efectos de una intoxicacion aguda inducida con etanol, tanto en
la reserva antioxidante como en la estructura proteica de hepatocitos aislados e

incubados en presencia de etanol y AINE’s.

ASPIRINA. CgHgO4

La aspirina (acido acetil salicilico) es un compuesto anti-inflamatorio no
esteroideo. En 1971 Vane y colaboradores demostraron que concentraciones
bajas de aspirina inhibian la produccion enzimatica de prostaglandinas, ademas
de esta accion pueden ser analgésicos y antipiréticos, es el agente de este tipo
mas prescrito y un estandar en comparacion con otros anti-inflamatorios vy

analgésicos.

La aspirina ingerida se absorbe principalmente como tal, pero cierta
cantidad entra como acido salicilico en la circulacion sistémica a causa de la
hidrdlisis por esterasas en la mucosa gastrointestinal y en el higado. La aspirina
puede detectarse en el plasma solamente por corto tiempo debido a la hidrolisis
plasmatica, hepatica y eritrocitaria; por ejemplo, 30 minutos después de una dosis
de 0.65 g solamente el 27% del salicilato plasmatico se encuentra en la forma
acetilada. La vida media plasmatica de la aspirina es de alrededor de 15 minutos
pero puede modificarse dependiendo de la dosis, La del salicilato es de 2 a 3
horas en bajas dosis y en las dosis anti-inflamatorias usuales de cerca de 12 horas
(Zentella, 2002).

33



INTRODUCCION

PIROXICAM. C15H13N304S

Es un anti-inflamatorio no esteroide (AINE) que su su accién aun no esta
plenamente aclarada, se ha demostrado que bloquea la sintesis de
prostaglandinas por inhibicién de la enzima ciclooxigenasa; inhibe la migraciéon de
polimorfonucleares y monocitos a las zonas inflamadas, disminuye la produccién
del factor reumatoide seropositivo (Abramson y Weissmann, 1989). Actua
disminuyendo la hipercontractilidad del miometrio y es eficaz en el tratamiento de
la dismenorrea primaria. Se absorbe bien por la via oral o rectal. La vida
plasmatica es de alrededor de 50 horas y las concentraciones plasmaticas se
mantienen con una administracion unica al dia; con dosis de 10 mg y 20 mg
alcanza el maximo de 3 a 5 horas después de la administracién. Por via intra-
muscular (I. M) las concentraciones plasmaticas son mas altas que por via oral. Se
metaboliza ampliamente, excretandose sin modificaciones por la orina y heces

menos del 5% de la dosis diaria (Abramson y Weissmann, 1989; Zentella, 2002)

MELOXICAM. C14H13N304S;

Meloxicam es una enolcarboxamida. El meloxicam es un inhibidor de COX-
2 con una selectividad 75 veces superior para COX-2 comparado con COX-1 en
enzimas humanas recombinantes. El acceso intracelular efectivo esta determinado
por sus singulares propiedades lipofilicas y anfifilicas. La baja hidrosolubilidad de
meloxicam a un pH acido y su comportamiento de protonacion anfifilica son
responsables de la cinética tisular que evita una elevada concentracion de la

sustancia en ciertos tejidos (Hecken et al, (2000).

El meloxicam tiene una vida media de alrededor de 20 horas. Es absorbido
completamente después de la administracién oral con una biodisponibilidad
absoluta de 89-93%. La fijacidon de meloxicam a proteinas plasmaticas es superior

al 99%, lo que explica el volumen relativamente pequefio de distribucién. En
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liguido sinovial alcanza aproximadamente 40-50% de las concentraciones
plasmaticas totales acompanantes. Las concentraciones farmacoldgicas libres en
liquido sinovial son similares a las concentraciones plasmaticas libres (Hecken et
al, (2000).
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ANTECEDENTES

Existen datos experimentales que indican que los mecanismos de dafo
tisular mediados por la presencia de los RL, contribuyen al establecimiento de
enfermedades como son la aterosclerosis, la artritis reumatoide, la diabetes, la
porfiria, el cancer y el dafio hepatico (Zentella, 1994b). Esta bien documentado
que una intoxicacién aguda de etanol causa un estado de estrés oxidativo en
higado (Zentella et al, 1997). El exceso de RL también aumenta la degradacion
peroxidativa de los lipidos (lipoperoxidacion), que parece ser el mecanismo mas
importante relacionado con el dafio celular durante el consumo exagerado o

cronico de bebidas alcohdlicas (Di Luzio, 1966).

Las evidencias experimentales permiten apuntar hacia la generacion de RL
como iniciadores de la degradacion peroxidativa de los acidos grasos insaturados
estructurales de las membranas celulares. Numerosos trabajos han planteado el
empleo de sustancias atrapadoras de RL o bien de sustancias capaces de
aumentar las defensas antioxidantes de las células para contrarrestar el dafio
producido por RL (Zentella, 1994). Tanto el glutation GSH como el GSSG se
encuentran involucrados en el mecanismo de proteccion de los efectos del
metabolismo del etanol, y como consecuencia un mayor consumo de GSH en
higado (Videla et al, 1980). El GT es la suma de GSH y GSSG se emplea como
indicador de la reserva antioxidante tisular, que se abate en sangre conforme el

dafio hepatico es mas severo. (Zentella et al, 1995).

Zentella et al, 1993 en estudios con animales integros han encontrado que
AINE’s como aspirina, naproxen, nimesulide, dipirona y piroxicam pueden prevenir
la lipoperoxidacion hepdtica y, por lo tanto, el estrés oxidativo promovido por la
intoxicacion aguda de etanol; este mismo grupo en 1994 reportd que en ratas con
una intoxicacion aguda de etanol, incrementa el contenido de triacilgliceroles,
malondialdehido, GSSG y disminuye el GSH, pero al administrar simultdneamente

piroxicam, la oxidacion del glutation y los efectos anteriores en homogenados de

36



ANTECEDENTE

higado se inhiben y, la concentracion de etanol en sangre también disminuye
(Zentella et al, 1992).

El acetaldehido proveniente del metabolismo del etanol, reacciona con el
glutation en forma no enziméatica. Asi mismo al administrar a un grupo de ratas
por via orogastrica acetaldehido (que es el principal metabolito del etanol ), se

induce una reduccion de los niveles de GT en higado (Videla et al, 1986).

Por otra parte al administrar tetracloruro de carbono (CCl,), cuya accion
hepatotoxica involucra severas alteraciones bioquimicas incluyendo la generacion
de RL y el aumento de la lipoperoxidaciéon, pero en presencia de piroxicam los
efectos son revertidos ya que los autores reportan que puede inhibir la produccién
de radicales O, (Zentella et al, 1997). Asi mismo Zentella y Saldafia, en 1996
sefalan que el AINE piroxicam en hepatocitos aislados disminuye el contenido de

RL producidos por el etanol.

De acuerdo con la informacién anterior en la que se destaca que el etanol
aumenta la produccion de especies reactivas del oxigeno y en consecuencia
cambios en los indicadores dc estrés oxidativo, como triacilgliceroles (TAG’s),
sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico (SRATB) in vivo e in vitro y glutation
(GSH) in vivo, estos cambios pueden ser revertidos por algunos AINE's ya
mencionados, por ello es de interés estudiar el efecto que causa una intoxicacion
aguda de etanol y los AINE"s aspirina, piroxicam, meloxicam en la poza hepética
de glutation en un modelo in vitro que nos permitira incursionar en el mecanismo

celular de respuesta del hepatocito.

También hay que resaltar que la mayoria de los autores reportan al
glutatiéon reducido (GSH) y al glutation total (GT) en una poza citosolica y otra
mitocondrial o simplemente como glutation hepético, en este trabajo se reporta al
glutation como GT intracelular y GT extracelular (Matuz, 2005), de esta forma se

reflejan de una manera mas dinamica los niveles de glutation total.
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HIPOTESIS

Los AINE’s contrarrestan la disminuciéon del contenido de glutation total
extracelular e intracelular en hepatocitos aislados, durante una intoxicacion aguda

con etanol.
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OBJETIVOS.

Objetivo General

Determinar el efecto de los AINE’s Aspirina, Piroxicam y Meloxicam sobre el
contenido de glutation total extracelular e intracelular en hepatocitos aislados,

durante una intoxicacion aguda con etanol.

Obijetivos Particulares

o Determinar la concentracion de glutation total extracelular e intracelular

en hepatocitos aislados, después de haber sido tratados con etanol.

o Determinar si los AINE’s, Aspirina. Piroxicam y Meloxicam pueden
modificar los efectos producidos en la concentracion de glutation total
extracelular e intracelular en hepatocitos aislados, después de haber

sido tratados con etanol.

o Determinar la poza de glutation total tanto intracelular como extracelular

en cada una de las condiciones experimentales anteriores.
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MATERIALES Y METODOS

Animales: Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 200 a 220 g de
peso corporal. Se mantuvieron dos animales por jaula con cama de pino (Harlan
Sani-Chips) estéril, las ratas estuvieron aisladas y la temperatura se mantuvo en
un rango de 22 a 26 ° C durante 48 h con acceso libre al alimento (Harlan con

18% de proteina) consumieron agua ad libitum.

Aislamiento de hepatocitos: Pasadas las 48 h las ratas fueron
anestesiadas con éter de etilo anhidrido. Posteriormente se aislaron los
hepatocitos a partir del higado perfundido in situ a través de la vena porta con una
solucién de Ringer-Krebs-bicarbonato, sin glucosa, con un pH de 7.4, conteniendo
0.1 % de Colagenasa Tipo IV (SIGMA). La suspension celular se saturé con 95 %
de O,y 5 % de CO.

Viabilidad celular: La viabilidad de los hepatocitos se determino por
exclusion con azul de tripan, y por la actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH)

la cual se determino de acuerdo al método de Bergmeyer et al, (1965).

Tratamientos: Posteriormente 5X109 células (hepatocitos) se incubaron en
matraces de plastico de fondo plano Nalgene a 37° C en 1 ml de solucion Ringer-
Krebs-bicarbonato, y etanol a diferentes concentraciones (25 mM, 50 mM y 100
mM), para asi poder establecer la concentracion adecuada para nuestro modelo
experimental; establecido esto, los hepatocitos se incubaron en presencia o

ausencia de los siguientes compuestos: (Cuadro 3).

Después de ser incubados, los hepatocitos se separaron del medio
extracelular, se centrifugaron en una centrifuga Eppendorf refrigerada mod. 5417R
1 minuto a 1,000 rpm a 4 ° C, se tomaron 500 pl del sobrenadante y se les
adicionaron 500 pl de una solucién (fria) de HCIO4 4 M; al paquete celular (pastilla)

se le agregaron 500 ul de una solucion de HCIO4 2 M (frio). Tanto los
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sobrenadantes como a las pastillas se centrifugaron 5 minutos a 10,000 rpm a 4 °
C. Después se tomaron 500 ul de sobrenadante de ambas muestras los cuales se
mantuvieron en hielo, e inmediatamente se realizd la determinacion de glutation

total (GT) en el extracelular (sobrenadante) e intracelular (pastilla).

Cuadro 3. Tratamientos

€

- Etanol50 mM | | e
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Todos los tratamientos se ajustaron a un volumen final de 1 mL

Determinacion de glutation total (GT). El glutatidon total se cuantifico por
el método de Akerboom y Sies, 1981. En una cubeta de cuarzo se colocé 1 ml de
buffer de fosfatos 0.1 M a un pH 7, mas 0.01 ml de la muestra, se agitdo y se
agrego 0.05 ml NADPH (B-nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido)
diluido en una solucién de bicarbonato (2 mg/0.5 ml NaHCOg; al 0.5%), se agité y
se agrego 0.02 ml de DTNB (5, 5’-dithi-bis acido 2-nitrobenzoico) diluido en una
solucién de bicarbonato (1.5 mg/ml NaHCO3 al 0.5%), se agito y se agreg6 0.03 ml
de la enzima glutation reductasa (ROCHE) (10 pl/90 pl buffer), se agitd y se leyé a
412 nm en un espectrofotometro Beckman DU 640, los calculos se realizaron

tomando como referencia una curva estandar de GSSG de SIGMA.

Los resultados se analizaron usando pruebas estadisticas no paramétricas,
para lo cual se empled el andlisis de varianza de una via (ANOVA), otra prueba
empleada fue la t de Student (Jandel Scientific, 1994)
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RESULTADOS

Efecto del etanol sobre el contenido de GT extracelular e intracelular en

hepatocitos aislados.

Se realizo una curva dosis respuesta con hepatocitos aislados de ratas, los
cuales se incubaron a 37 ° C en presencia de etanol a las siguientes
concentraciones, 25 mM, 50mM y 100 mM. Esto se hizo con el fin de conocer
como se comportan los niveles de glutation total (GT), y asi seleccionar la

concentracion que in vitro modifica de forma significativa los niveles de GT .

En la figura 9 podemos observar que conforme aumenta la concentracion
de etanol, disminuye el porcentaje de GT intracelular, este decaimiento es mas
evidente y estadisticamente significativo a 50 mM y 100 mM de etanol. También
observamos en la figura 10, que en el medio extracelular el etanol causo un
decaimiento significativo a partir de la concentracion 50 mM, esto concuerda con

lo reportado por Matuz en el 2005.

110 - GT INTRACELULAR

100 o
90 A
80 A

70

% de GT en 5X10 ° células en 1 ml

Basal 25 mM 50 mM 100 mM

Figura 9. Porcentaje de GT intracelular en hepatocitos aislados (ratas alimentadas) incubados 1 h a 37 ° C con etanol. El 100%
representa 406.92 nmolas de GT en 5X10° células en 1 ml. Cada valor representa la media + Error Estandar (EE) n = 3. Analisis
estadistico: Basal vs etanol 50 mM p= 0.008; Basal vs etanol 200 mM p= 0.03.
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110 - GT EXTRACELUAR
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Figura 10. Porcentaje de GT extracelular en hepatocitos aislados (ratas alimentadas) incubados 1 h a 37 ° C con etanol. EI 100%
representa 1539.76 nmolas de GT en 5X10° células en 1 ml.. Cada valor representa la media + Error Estandar (EE) n = 3. Analisis
estadistico: Basal vs etanol 50 mM p<0.002; Basal vs etanol 200 mM p< 0.004.

También al comparar el contenido de GT que se encontré6 en el medio
intracelular con el extracelular, se observa (figura 11) que hay un mayor porcentaje
de GT en el medio extracelular 80 %, en comparacion con el intracelular 20 %,

esta relacidon se mantiene constante en cada uno de los tratamientos.
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Figura 11. Contenido de GT extracelular e intracelular en porcentaje, en hepatocitos aislados (ratas alimentadas) incubados 1 ha 37 ° C
con etanol (25 mM, 50 mM, 100 mM). En todos los casos se observa un mayor porcentaje en el medio extracelular.

43



RESULTADOS

Efecto de la glucosa sobre el contenido de GT extracelular e intracelular en
hepatocitos aislados.

Una vez establecida la concentracion de etanol (50 mM), que modifica
significativamente los niveles de GT, fue necesario evidenciar que era el etanol
quien realmente causoé este decaimiento y no las calorias vacias que aporta este.
Asi, se incubaron hepatocitos aislados de ratas en presencia de glucosa 10 mM
que aporta las calorias que aporta el etanol 50 mM. En la figura 12, mostramos
qgue no hay diferencias estadisticas entre el tratamiento con glucosa comparandolo
en la condicion basal, por lo tanto las calorias que aporta el etanol asi como las de
la glucosa no estén involucradas en el decaimiento del GT, que se observa
claramente ya que, por el contrario encontramos diferencias significativas en el
porcentaje de GT contenido en el intracelular y extracelular cuando los hepatocitos

se incubaron en presencia de etanol 50 mM (Figuras 12 y 13).

GT INTRACELULAR
120 -

—

Basal Glucosa OH

i

o

o
1

% de GT en 5X10 ° células en 1 ml

o

Figura 12. Porcentaje de GT intracelular en hepatocitos aislados (ratas alimentadas) incubados 1 h a 37 ° C. EI 100% representa 362.65
nmolas de GT en 5X10° células en 1 ml. Cada valor representa la media + Error Estandar (EE) n = 3. Analisis estadistico: Basal vs etanol
50 mM p=0.0001; Glucosa vs etanol 100 mM p= 0.0001.
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120 - GT EXTRACELULAR
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Figura 13. Porcentaje de GT extracelular en hepatocitos aislados (ratas alimentadas) incubados 1 h a 37 ° C. El 100% representa 1175.35
nmolas de GT en 5X10° células en 1 ml. Cada valor representa la media = Error Estandar (EE) n = 3. Analisis estadistico: Basal vs etanol
50 mM p=0.0001 Glucosa vs etanol 100 mM p= 0.0001.
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Figura 14. Contenido de GT extracelular e intracelular en porcentaje, en hepatocitos aislados (ratas alimentadas) incubados 1 ha 37 ° C.
En todos los casos se observa un mayor porcentaje en el medio extracelular.

Al comparar el porcentaje del contenido de GT extracelular e intracelular se
encontré que la proporcién se mantiene, hay una mayor cantidad de GT en el
medio extracelular 76 % en comparacioén con el medio intracelular 24 % (Figura
14).
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Efecto de la aspirina (ASA) sobre la disminucién en el contenido de GT
causada por etanol.

Una vez establecida la concentracion 50 mM de etanol para nuestro modelo
experimental, se decidié emplear algunos de los AINE s mas prescritos ya que en
la literatura internacional se ha reportado que modifican los efectos que causa el

etanol, tal como se analiza en la discusion.

En las figuras 15 y 16 se muestra que en hepatocitos aislados de ratas
alimentadas, después de ser incubados en presencia de aspirina (ASA) y etanol
simultaneamente a 37 ° C durante 1 h, no se presentan diferencias significativas
en comparacion con los valores basales, también encontramos que al adicionar el
antiinflamatorio no esteroideo, por si solo no modifica la cantidad de GT tanto en el
medio intracelular como en el extracelular. Sin embargo cabe sefalar que todos
los tratamientos en comparacion con el tratamiento que se incubd con etanol,

muestran diferencias significativas como se muestra en las figuras 15y 16.
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Figura 15. Porcentaje de GT intracelular en hepatocitos aislados (ratas alimentadas) incubados 1 h a 37 ° C. EI 100% representa 342.84
nmolas de GT en 5X10° células en 1 ml. Cada valor representa la media + Error Estandar (EE) n = 3. Analisis estadistico: Basal vs etanol
p=0.004; ASA vs etanol p= 0.001; ASA + etanol vs etanol p= 0.003.
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Figura 16. Porcentaje de GT extracelular en hepatocitos aislados (ratas alimentadas) incubados 1 h a 37 ° C. EI 100% representa 1138.85
nmolas de GT en 5X10° células en 1 ml. Cada valor representa la media = Error Estandar (EE) n = 3. Analisis estadistico: Basal vs etanol
p=0.002; ASA vs etanol p=0.0007; ASA + etanol vs etanol p= 0.003.

La relacion que hay en el contenido de GT en el intracelular 24 % vy el

extracelular 76 % se mantienen en todos los casos (Figura 17).
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Figura 17. Contenido de GT extracelular e intracelular en porcentaje, en hepatocitos aislados (ratas alimentadas) incubados 1 h a 37 ° C.
En todos los casos se observa un mayor porcentaje en el medio extracelular.
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Efecto del piroxicam (PIR) sobre la disminucion en el contenido de GT
causada por etanol.

En los experimentos realizados con hepatocitos aislados que se incubaron
en presencia de piroxicam y etanol simultaneamente no presentaron diferencias
significativas en comparacion con el tratamiento basal, de la misma forma ocurre
cuando se incub6 Unicamente en presencia de piroxicam. Pero cuando se les
comparo a estos tratamientos con el tratamiento que se incub6 con etanol, se
encontré que difieren significativamente, principalmente en el medio intracelular
(Figura 18), ya que con piroxicam en el medio extracelular no presento diferencias
estadisticas significativas al compararlo con el tratamiento que se incub6 con

etanol (Figura 19).
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Figura 18. Porcentaje de GT intracelular en hepatocitos aislados (ratas alimentadas) incubados 1 h a 37 ° C. EI 100% representa 391.78
nmolas de GT en 5X10° células en 1 ml. Cada valor representa la media = Error Estandar (EE) n = 3. Analisis estadistico: Basal vs etanol
p=0.005; PIR vs etanol p= 0.001; PIR + etanol vs etanol p= 0.003.
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Figura 19. Porcentaje de GT extracelular en hepatocitos aislados (ratas alimentadas) incubados 1 h a 37 ° C. EI 100% representa 1251.92
nmolas de GT en 5X10° células en 1 ml. Cada valor representa la media + Error Estandar (EE) n = 3. Analisis estadistico: Basal vs etanol

p=0.02; PIR + etanol vs etanol p= 0.04.

En la figura 20 se muestra que el contenido de GT en el medio intracelular

24 % se mantiene constante al igual que en el medio extracelular 76 % siendo

siempre mas abundante en este (Figura 20).
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Figura 20. Contenido de GT extracelular e intracelular en porcentaje, en hepatocitos aislados (ratas alimentadas) incubados 1 ha 37 ° C.
En todos los casos se observa un mayor porcentaje en el medio extracelular.
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RESULTADOS

Efecto del meloxicam (MEL) sobre la disminucion en el contenido de GT
causada por etanol.

También se demostro que el anti-inflamatorio meloxicam que es un inhibidor
selectivo de la COX-2 al ser incubado durante 1 h en presencia de etanol, revierte
el decaimiento que causa el etanol en el contenido de GT, ya que al hacer el
analisis estadistico no se observaron diferencias cuando lo comparamos con el
contenido de GT basal, y esto mismo ocurre cuando incubamos hepatocitos
solamente en presencia de meloxicam tanto en el medio intracelular como en el
extracelular. Al comparar los tratamientos anteriores con el tratamiento que se
incubé en presencia de etanol mostraron diferencias estadisticas significativas
(Figuras 21y 22).
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Figura 21. Porcentaje de GT intracelular en hepatocitos aislados (ratas alimentadas) incubados 1 h a 37 ° C. EI 100% representa 355.66
nmolas de GT en 5X10° células en 1 ml. Cada valor representa la media + Error Estandar (EE) n = 3. Analisis estadistico: Basal vs etanol
p=0.01; MEL vs etanol p= 0.04; MEL + etanol vs etanol p= 0.001.
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Figura 22. Porcentaje de GT extracelular en hepatocitos aislados (ratas alimentadas) incubados 1 h a 37 ° C. El 100% representa 1145.24
nmolas de GT en 5X10° células en 1 ml. Cada valor representa la media = Error Estandar (EE) n = 3. Analisis estadistico: Basal vs etanol
p=0.003; MEL vs etanol p= 0.003; MEL + etanol vs etanol p= 0.001.

Al comparar el porcentaje del contenido de GT en el medio intracelular 24 %
con el medio extracelular encontramos que el porcentaje es mayor en el
extracelular y que en cada uno de los tratamientos se mantiene constante la
proporcion del GT (Figura 23). También hay que enfatizar en que el hepatocito
exporta glutation al medio y esto se ve reflejado en la cantidad de GT extracelular

que se encuentra.
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Figura 23. Contenido de GT extracelular e intracelular en porcentaje, en hepatocitos aislados (ratas alimentadas) incubados 1 ha 37 ° C.
En todos los casos se observa un mayor porcentaje en el medio extracelular.
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Determinacién de viabilidad celular.

Una vez que se aislaron los hepatocitos de ratas alimentadas se determino
la viabilidad por medio de exclusion de Azul de Tripan. También determinamos la
viabilidad mediante la actividad de la enzima citosodlica lactato deshidrogenasa
(LDH) y se observé después de aislar las células, después de ser incubado a 37 °
C durante 1 h en presencia y ausencia de etanol (Cuadro 4). Hay que tomar en
cuenta que para determinar la actividad de la enzima se tomo como el 100 % de la
actividad a hepatocitos que fueron lisados con Triton X-100 al 20 %. Es de gran
importancia en nuestro modelo que las condiciones experimentales no modifiquen
la viabilidad y en consecuencia el contenido de GT ya que se determiné GT

intracelular y extracelular.

Cuadro 4. Determinacién de viabilidad celular

% de viabilidad
Hepatocitos 0 de viabriida % de actividad (LDH)

(azul de tripan)

Aislados 85 % 5%

Incubados 1 horaa37°C 85 % 10 %

Incubados °/ etanol 1 hora a
37°C

85 % 10 %

Exclusién de Azul de Tripan n = 13 y actividad de Lactato Deshidrogenasa n = 6 en hepatocitos aislados, de acuerdo a Bergmeyer et al,
(1965).

52



ANALISIS Y DISCUSION

ANALISIS Y DISCUSION

Numerosos trabajos han reportado los efectos que causa el etanol en el
higado. En este trabajo nos enfocamos a estudiar los efectos que causa el etanol
sobre el contenido de glutation total. Dado el papel que desempefia el higado y
sobre todo el GT, por la amplia gama de funciones que este tiol desempefia en la
célula resulta de interés el contar con un modelo in vitro que permita caracterizar
la capacidad del hepatocito para responder al etanol y a los AINE"s y modificar la
distribucion del GT celular. La estructura de este modelo es de gran importancia,
ya que los resultados pueden ser controversiales y dependientes de todas las

variables que puedan ser modificadas como lo reporta Matuz en el 2005.

Algunas de las variables que se destacan al analizar los modelos
experimentales que manejan en la literatura internacional son: para un modelo in
vivo (tipo de animal, sexo, edad, peso, alimentacién, tipo de alimentacion, ayuno,
temperatura y condiciones ambientales a las que esta sometido el animal; para un
modelo in vitro (tipo celular, aisladas o de cultivos celulares, numero de células por
volumen, tiempo de incubacién, temperatura y medio de incubacién; para un
modelo de intoxicacion (cronico, agudo, concentracion de etanol, dosis, tiempo de
administracion o incubacion, tipo de administracibn en animales: orogastrica,
intravenosa, intraperitoneal). Como podemos observar son muchas las variables
que debemos de considerar al plantear un modelo experimental de este tipo, a
continuacion compararemos algunos trabajos tratando de relacionarlos en algunas

de estas variables.

En modelos experimentales en que los animales fueron intoxicados
crénicamente con etanol por un lapso de 6 a 8 semanas, y posteriormente aislar
hepatocitos de estos animales e incubarlos con etanol 50 mM durante 4 h,
reportan que los niveles de GSH disminuyen en un 30 % en el citosol y hasta en
un 63 % en la mitocondria (Ferndndez-Checa et al, 1987-1991). Por el contrario,

Hétu y colaboradores (1982) y Porta (1997) reportaron que en animal integro
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después de ser intoxicado con etanol durante 3 semanas, el contenido de GSH
hepatico aumenta significativamente, de igual forma Bondy y Guo (1994)
encontraron que en ratas con una intoxicacion cronica de etanol los niveles de
GSH aumentaron significativamente, pero con una intoxicacion aguda estos
niveles decrecen después de 2 y 18 h de ser intoxicadas, esto coincide con lo
reportado en ratones por Macdonald (1977), posteriormente Bernhard que
observé lo mismo en ratas después de 7 h de ser intoxicadas con una dosis de
5g/kg de etanol, lo mismo hicieron Zentella en 1994 y Choi en el 2001 que
demostraron que en sus modelos ocurre un decaimiento de los niveles de
glutation. En la actualidad se ha demostrado que este decaimiento de los niveles
de glutation también ocurre en modelos in vitro (Vifia et al, 1980; Fernandez-
Checa et al, 1987; Matuz, 2005).

También es necesario al analizar los resultados y compararlos con otros
trabajos previamente reportados considerar la técnica que se usé para medir el
contenido de glutation, el manejo de la muestra tomando en cuenta los siguientes
criterios: evitar la oxidacion del glutation durante la manipulacion de la muestra,
precipitar las proteinas lo mas rapido posible, una extraccion completa de glutation
total, para estos tres criterios usamos acido perclérico y mantuvimos la muestra a
una temperatura de 4 ° C. En este trabajo tomamos todas estas precauciones y
también consideramos que los niveles de glutation son dependientes del ambiente
y del estado fisico del animal. Entonces considerando esto, incluimos en cada uno
de nuestros lotes de animales a un grupo que consideramos como los valores de

glutation basal y con base en estos valores comparamos los resultados.

Al analizar los resultados obtenidos encontramos y corroboramos que al
incubar hepatocitos aislados en presencia de etanol 50 mM los niveles de glutation
disminuyen significativamente como lo reportan otros autores (Vifia et al, 1980;
Fernandez-Checa et al, 1987; Matuz, 2005). El glutation se gasta atrapando las
especies reactivas del oxigeno y los radicales libres que se forman en el

metabolismo del etanol en el hepatocito (Zentella et al, 1994), esto lo hace a
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través de su grupo sulfhidrilo donando electrones, uniéndose a proteinas y

conjugandose con productos de este metabolismo propiamente dicho.

Zentella y colaboradores reportan que en ratas wistar con una intoxicacion
aguda (5g/kg) de etanol, los niveles de glutation disminuyen significativamente
pero al aplicar simultaneamente piroxicam este efecto no se presenta (Zentella et
al, 1994). Basados en este antecedente y en que las especies reactivas del
oxigeno y radicales libres producidos en una intoxicacion aguda de etanol causan
un aumento en la peroxidacion de lipidos y en las sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico y que este efecto se ve revertido por Piroxicam en un modelo in vitro
(Saldaia et al, 1996). Decidimos utilizar en nuestro modelo in vitro tres de los
AINE’s mas prescriptos y automedicados: Aspirina (ASA) que es un inhibidor de la
COX-1, Piroxicam que inhibe tanto a la COX-1 como a la COX-2 y Meloxicam que
inhibe selectivamente a la COX-2. Hay que sefialar que esto sucede a las

concentraciones farmacolégicas que se usaron (1X10° M).

Los hepatocitos que se incubaron en presencia de etanol y el anti-
inflamatorio simultdneos, presentaron en cada uno de los casos diferencias
significativas al ser comparados con el tratamiento que se incubd Unicamente con
etanol 50 mM. Esto es de gran importancia para este estudio ya que el modelo in
vivo puede ser reproducible in vitro y revertir el decaimiento causado por el etanol
o su producto el acetaldehido como lo reporta Vifia en 1980 que al inhibir a la
enzima alcohol deshidrogenasa no observd disminucion de los niveles de
glutation. Al comparar este tratamiento con el tratamiento en el que se incubd
anicamente con el AINE, observamos que no hay diferencias estadisticas ya que
los niveles de glutation total se mantuvieron en el mismo porcentaje en

comparacion con el GT basal.

Con base a los resultados obtenidos y analizados en el presente trabajo
podemos concluir que el uso de los AINE’s en nuestro modelo experimental ayuda

significativamente a contrarrestar el dafio que causa el etanol en los niveles de
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glutation total y nos permite incursionar en los mecanismo celulares que
intervienen en dicha respuesta. También hay que sefalar que meloxicam es tan
efectivo como la Aspirina y Piroxicam al contrarrestar los efectos causados por el
etanol y meloxicam no tiene efectos colaterales como los AINE’s acidos que
actuan inhibiendo a la COX-1 en mayor porcentaje que a la COX-2.

Ya esta documentado que el etanol puede disminuir la poza de glutation
total, o bien intermediarios que participan directamente en la sintesis de dicho
tripéptido, un ejemplo es el acetaldehido que puede unirse al GSH y también a la
cisteina que es un aminoacido esencial para la sintesis del glutation (Shaw et al,
1981), también inhibe la via de la transulfuracion mediante la cual el hepatocito
convierte metionina y serina en cisteina, ademas el etanol estimula el catabolismo
irreversible de la cisteina a taurina la cual a su vez contribuye a disminuir los
niveles de glutation (Jung et al, 2003). En presencia de etanol las enzimas y-
glutamilcistein sintetasa y la glutation reductasa disminuyen su actividad. Con
base en la informacion anterior y en los resultados obtenidos es muy probable que
los AINE’s participen en algunos de los mecanismo ya mencionados o
reaccionando directamente con el acetaldehido y EOR.

También es de gran importancia hacer notar que en todos los tratamientos
aplicados en el estudio se encontré en el medio extracelular tres veces mas
glutatiéon total del que hay en el medio intracelular, lo cual posiblemente sea un
reflejo del papel que desempefia el higado en la homeostasis organica del

glutation y su disponibilidad para los 6rganos y tejidos periféricos que lo requieren.
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CONCLUSIONES

La intoxicacién aguda de etanol (50 mM) ocasiona en hepatocitos aislados

una disminucién de los niveles de glutation total extracelular e intracelular.

Los AINE’s Aspirina, Piroxicam y Meloxicam revierten los efectos de la
intoxicacion aguda con etanol (50 mM) sobre los niveles de glutation total

extracelular e intracelular.

Bajo las condiciones del modelo experimental empleado invariablemente

encontramos una mayor cantidad de glutation total en el medio extracelular.
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