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Resumen

El glutation (GSH) es considerado como el principal tiol no proteico intracelular en
plantas y animales. De la amplia gama de funciones descritas para el glutation, la
mas importante es la que desempefia como antioxidante intracelular, ya que actua
como atrapador de radicales libres y como cofactor de diferentes enzimas
antioxidantes. El higado, es uno de los 6rganos con mayor contenido de GSH y
desempenfa un papel central en la compleja homeostasis de dicho tiol, a tal grado
que el 90% del GSH presente en el plasma proviene del higado. Por otro lado,
esta bien documentado que una intoxicacion aguda con etanol causa un estado de
estrés oxidativo en higado, ya que durante el metabolismo del etanol se producen
especies reactivas de oxigeno. Actualmente se sabe que el etanol administrado
tanto in vivo como in vitro produce un decaimiento en la poza de glutation. Por otro
lado, algunos trabajos han reportado que in vivo el etanol disminuye la actividad
de la enzima glutamato cisteina ligasa (GCL). Recientemente estudios previos de
nuestro laboratorio han mostrado que el etanol 50 mM disminuye los niveles de
glutation total (GT) en hepatocitos aislados. Sin embargo, este decaimiento se
evitd cuando los hepatocitos se incubaron simultaneamente con AINE’s como la
aspirina, piroxicam y meloxicam (Hernandez, Tesis Licenciatura, FES lIztacala,
UNAM, 2006). Por ello, el objetivo de este trabajo fue obtener informacion que nos
ayude a entender el mecanismo a través del cual los AINE’s (aspirina y piroxicam)
evitan el decaimiento de la poza de glutation provocado por el etanol.

En hepatocitos aislados de ratas ayunadas se encontré una disminucién del 40%
en los niveles de GT en comparacion con hepatocitos aislados de ratas
alimentadas; esta disminucion se acentua después de 60 min de incubacion en
Ringer-Krebs-Henseleit. En contraste, al incubar los hepatocitos en presencia de
los aminoacidos se observa que los niveles de GT no se modificaron, lo que
sugiere que los aminoacidos actuan como precursores de la sintesis de GSH,
permitiendo mantener constante el contenido de GT durante el periodo de
incubacion. En presencia de etanol los niveles de GT de los hepatocitos aislados
disminuyen significativamente; sin embargo cuando se incubaron simultaneamente
con aspirina y piroxicam, el efecto del etanol no se observd. Para determinar si
estos Ultimos resultados son debidos a alteraciones en la sintesis de GSH, se
estudio el efecto de los AINEs, etanol y su principal producto, el acetaldehido,
sobre la actividad de la GCL. En una fraccion citosolica de higado de rata, la
actividad de la GCL mostré una cinética Michaeliana, con valores de Ky Y Vmax,
semejantes a los reportados previamente (Seeling y Meister, 1985). En presencia
de etanol [10—-100mM)] o acetaldehido [0.001-1mM] no se observaron cambios en
la actividad de la enzima GCL. Los AINE’s aspirina y piroxicam tampoco tuvieron
efecto sobre la actividad de la enzima en un rango de [108-10"*M]. El peroxido de
hidrogeno, en un rango de concentraciones de [1-100uM], no modifica in vitro, la
actividad de la GCL. Estos resultados descartan un efecto directo del etanol y el
acetaldehido sobre la actividad de la GCL y sugieren que la disminucién de la
actividad enzima observada in vivo, es una consecuencia indirecta del
metabolismo del etanol, efecto que es revertido por los AINE’s. Sin embargo en



ratas intoxicadas en forma aguda con etanol (5g/kg peso), el eflujo de glutatidon
desde el higado hacia el torrente sanguineo, aumenta dos veces con respecto a
los animales control. La glibenclamida, un inhibidor de los canales CFTR, inhibe
completamente la salida de glutation estimulada por etanol. El piroxicam, a una
dosis de 10 mg/kg peso, inhibe también la salida de glutation estimulada por
etanol. Asi, se puede concluir que el mecanismo por el cual los AINE's evitan la
disminucion del glutation hepatico en animales intoxicados con etanol, se debe
principalmente a una disminucién en el eflujo de glutation.



Abstract.

Glutathione (GSH) is considered as the major intracellular non-protein thiol in
plants and animals. A wide range of functions has been described for GSH; the
most important is as intracellular antioxidant, it acts as free radical trapping and as
cofactor of several antioxidant enzymes. Liver is one of the organs with higher
GSH content, it therefore plays a central role in the complex homeostasis of such
thiol; indeed, 90% of GSH present in the plasma is produced by the liver. By other
side, is well documented that acute ethanol intoxication produces oxidative stress
in the liver, as reactive oxygen species are generated as a consequence of ethanol
metabolism. Ethanol administered both, in vivo and in vitro induces a decrease in
the pool of glutathione. Some reports indicate that ethanol in vivo decreases the
activity of glutamate cysteine ligase (GCL). Recently, we reported that ethanol 50
mM decreases the levels of total GSH in isolated hepatocytes. Furthermore, this
decrease was avoided if isolated hepatocytes were incubated simultaneously with
NSAIDs such as aspirin, piroxicam and meloxicam (Hernandez, Tesis Licenciatura,
FES lztacala, UNAM, 2006). Therefore, in this work we look for additional insights
to understand the mechanism through which NSAIDs (aspirin and piroxicam)
prevent the decrease of the glutathione pool caused by ethanol.

Isolated hepatocytes from fasted rats showed a 40% decrease in total GSH pool in
comparison to isolated hepatocytes from fed rats; after 60 minutes of incubation in
Krebs-Ringer-Henseleit. In contrast, hepatocytes incubated in the presence of
amino acids showed no change in total GSH pool, indicating that amino acids are
used as precursors for GSH synthesis, maintaining a constant amount of GSH
during the incubation period. Presence of ethanol significantly decreased levels of
GSH in isolated rat hepatocytes, however when incubated simultaneously with
aspirin and piroxicam, the effect of ethanol was not observed. To determine
whether these results are due to changes in the synthesis of GSH, we examined
the effect of NSAIDs, ethanol and its main product, acetaldehyde, on the activity of
the GCL. In a cytosolic fraction from rat liver, the activity of the GCL showed a
Michaelis-Menten kinetic with Km and Vmax values similar to those reported
previously (Seeling and Meister, 1985). In presence of ethanol (10 to 100 mM) or
acetaldehyde (0.001 mM - 1 mM), no changes were observed in the of the enzyme
activity GCL. The NSAIDs aspirin and piroxicam also had no effect on the enzyme
activity in a range of [10®-10“*M]. Hydrogen peroxide in a concentration range of
[1-100uM] don’t modify the activity of the GCL in vitro. These results exclude a
direct effect of ethanol and acetaldehyde on GCL activity, and suggest that the
decreased activity observed in vivo is an indirect consequence of the metabolism
of ethanol, which is increased by NSAIDs. However, in rats acutely intoxicated with
ethanol 5 g/kg weight, the efflux of glutathione from the liver to the bloodstream,
increases two times compared with control animals. Glibenclamide, a CFTR
channel inhibitor, completely inhibits glutathione release stimulated by ethanol.
Piroxicam, at a dose of 10mg/kg weight, inhibits the output of glutathione
stimulated by ethanol. Thus, we conclude that the mechanism by which NSAIDs



prevent the decrease of hepatic glutathione in animals intoxicated with ethanol, is
mainly due to a decrease in the efflux of hepatic glutathione.



INTRODUCCION

ANTIOXIDANTES.

La maquinaria celular estd produciendo continuamente especies reactivas del
oxigeno (ERO) durante los procesos metabdlicos. En consecuencia necesita de
sistemas de contencion de estos prooxidantes. La célula ha desarrollado un
poderoso y complejo sistema de defensa para limitar la exposicion a estos
agentes, que recibe el nombre genérico de antioxidantes (AOX) (Yu, 1994;
Alarcén, 2001). Halliwell y Gutteridge (1995), definieron antioxidante como:
“cualquier sustancia que, cuando esta presente en bajas concentraciones,
comparado con el sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la
oxidacion de este sustrato”. También pueden definirse como aquellas moléculas
que previenen la formacién descontrolada de ERO, 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 bien que 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 en cantidades adecuadas.
Esta caracteristica se puede tomar para clasificar los AOX en 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 accion protectora, agrupandolos en aquellos que cumplen una funcion
preventiva en la formacion de los radicales libres (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 intracelulares o extracelulares
(Larkins, 1999).



ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS.

La funcién 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 endogenos (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
producido en las diferentes vias metabdlicas (Chaudiére y Ferrari-lliou, 1999).
Frente a una exposicion prolongada de ERO puede ocurrir una disminucion en la
concentracion del NADPH, necesario en otros importantes procesos fisioldgicos, a
pesar de que algunos AOX enzimaticos no consumen cofactores (Miller et al,
1993).

Las superéxido dismutasas.

Son un conjunto de metaloproteinas ampliamente distribuidas en la naturaleza.
Estan presentes en todas las células que utilizan oxigeno en su metabolismo,
incluso en algunas bacterias anaerodbicas estrictas y facultativas (Hassan, 1989).
Su actividad fue descrita por primera vez por McCord y Fridovich, (1969). La
superéxido dismutasa (SOD) transforma el radical superdxido (O2) en HyOo,
constituyendo el primer medio natural de defensa (McCord et al, 1974; Fridovich,
1978).

SoD
0," + 0, + 2H" , H,0,+ 0,




La catalisis de la reaccion de dismutacion es espontanea, pero llevada a cabo por
la enzima superoxido dismutasa, se incrementa la velocidad en 10,000 veces
(Fridovich, 1974).

En las células de mamifero existen tanto las isoformas ligadas al cobre (SOD-Cu)
y zinc (SOD-Zn), como las isoformas ligadas al manganeso (SOD-Mn) (Chaudiére
y Ferrari-lliou, 1999). Las isoformas SOD-Cu y SOD-Zn se localizan en citoplasma
y nucleo, y a escala tisular existen en gran concentracion en el higado, cerebro y
testiculos, y en menor proporcion en eritrocitos, pulmoéon y pancreas.
Extracelularmente aparece otra isoforma ligada al cobre y zinc (EC-SOD),
caracterizada por su gran peso molecular (Marklund et al, 1982). Aunque esta
isoforma es detectable en plasma, se localiza principalmente en la matriz
extracelular, probablemente para interceptar el dafno causado por el O2" que

liberan neutréfilos y macréfagos al ejercer su funcion (Fridovich, 1997).

La isoforma ligada a manganeso en mamiferos se localiza, mayoritariamente, en
la matriz mitocondrial (Weisger y Fridovich, 1973; Kinnula et al, 1995) y en menor
medida en el citosol. Su presencia en la mitocondria es de gran importancia,
puesto que la cadena respiratoria mitocondrial es una de las principales fuentes

generadoras de RL en las células (Poyton et al, 2009).
Las glutation peroxidasas.

Son las principales enzimas eliminadoras de peroxidos alquilicos y peroxido de
hidrogeno (H20,). Se trata también de enzimas que se comportan como
antioxidantes primarios. Convierten el H;O, y los peréxidos de lipidos en
moléculas inofensivas (Chance et al, 1979). Hay dos tipos de glutation
peroxidasas (GSH-Px), y ambas requieren glutatiéon reducido como donador de

equivalentes reductores (Powers y Lennon, 1999).



Por un lado esta la glutation peroxidasa selenio/dependiente (Stadman, 1996), es
una proteina tetramérica con cuatro atomos de selenio, que cataliza la reduccion
del HO, y perdxidos organicos (Ketterer, 1986; Holben y Smith, 1999; Arthur,
2000). Su centro activo contiene una cisteina en la que el azufre ha sido sustituido
por selenio (Forstrom et al, 1978). Su actividad se ve muy afectada por el

contenido en selenio de la dieta (Ketterer, 1986).

GSH-Px
ROOH + 2 GSH ,» ROH + H,0 + GSSG

H,0,+2GSH — 2 H,0 + GSSG

Por otro lado, la glutation peroxidasa no dependiente de selenio solo tiene
actividad frente a perdxidos organicos (Ketterer, 1986). La mayor parte de la
actividad de glutatién peroxidasa esta en el citosol, aunque también esta presente

en la matriz mitocondrial (Ketterer, 1986).
La catalasa.

La catalasa fue una de las primeras enzimas en ser aislada en forma altamente
purificada, y su cristalizacion (Summer y Dounce, 1937), a partir de extractos de
higado marco todo un hito en la historia de la bioquimica (Schonbaum y Chance,
1976).

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 aerébicos y todo indica que su
funcién 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, por
ello se ha propuesto como sistema regulador de la homeostasis de peroxido de

hidrogeno en la célula (Escarabajal, 2000).

Catalasa

2 H202 > 2 Hzo + 02

También es capaz de catalizar ciertas reacciones de oxidacion en presencia de
H.O,, actuando sobre algunos alcoholes, aldehidos y acidos organicos como
sustratos (Aruoma et al, 1989). En general las bajas concentraciones de peroxido
generado dentro de la célula son preferentemente catalizadas por la catalasa (Yu,
1994).

ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS.

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

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

Los AOX no enzimaticos lipofilicos se localizan en las membranas celulares y
lipoproteinas, y algunos de ellos son: (3-caroteno (precursor de la vitamina A), y
algunas sustancias llamadas carotenoides como el a-caroteno, licopeno, luteina y

zeaxantina entre otras.

Bajo el nombre de Vitamina E se engloba una familia de compuestos fendlicos
llamados tocoferoles y tocotrienoles, de los cuales, el a-tocoferol es el mas activo
y abundante. En el organismo existen 4 tipos principales de tocoferoles: a, B, yy 8
tocoferol. Estos compuestos, altamente lipofilicos, tienden a concentrarse en las

membranas biolégicas y en lipoproteinas plasmaticas, actuando como



antioxidantes del organismo, en cuanto a su capacidad como bloqueador de la

cadena de lipoperoxidacion (Pryor, 2000).

El acido lipoico es un tiol endégeno que sirve como cofactor de los complejos a-
deshidrogenasa. Normalmente el acido lipoico esta presente en pequefas
cantidades (5-25nmol/g) en los tejidos animales. Una vez adquirido a partir de la
dieta, éste se reduce a acido dihidrolipoico (DHLA), que participa en la
regeneracion de antioxidantes fisiologicos, tales como la vitamina E, el ascorbato y
el GSH (Packer et al, 1995).

El acido urico es el producto final del metabolismo de las purinas en el ser humano
y otros primates, ya que carecen de la enzima uricasa, la cual hace que continue
la degradacion hasta alantoina y urea. El acido urico no parece ser simplemente
un producto de desecho de una via metabdlica, de hecho, su concentracion en el
plasma se ha correlacionado positivamente con la esperanza de vida en distintas
especies (Cutler, 1984). Se ha demostrado, in vivo, su papel como un agente
antioxidante ubicuo, aunque en algunos casos soélo en presencia de otros
antioxidantes, como la vitamina C (Aruoma y Halliwell, 1989). Neutraliza radicales
hidroxilo, = oxigeno  singulete, oxidantes oxohemoglobinicos, radicales
hidroperoxilos y acido hipocloroso (Becker, 1993). Ademas, el acido urico es
capaz de formar complejos estables en proporcidon 2:1 con iones férricos,
actuando como protector contra la oxidacién catalizada por el hierro (Davies et al,
1986).

Los carotenoides, colorantes que se aislan principalmente de las plantas, poseen
una pronunciada actividad antioxidante. Otros compuestos de interés son los
flavonoides que constituyen una familia muy extensa de antioxidantes polifendlicos
(catecinas, cianidinas, quercetinas), que actuan como potentes quelantes de
metales y atrapadores in vitro de ERO y especies reactivas del nitrégeno (ERN).
Pueden ser liposolubles o hidrosolubles y se localizan tanto intra como

extracelularmente (Larkins, 1999).



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

La vitamina C o acido ascoérbico, es una molécula hidrosoluble y quiza la menos
téxica de entre los antioxidantes naturales hidrofilicos (Bendich et al, 1986). Se
encuentra en alta concentracion en muchos tejidos, el plasma contiene alrededor
de 60umol/L. Los humanos, otros primates superiores y los cobayos no poseen
una de los enzimas imprescindibles para su sintesis, teniendo que adquirirla a
partir de la dieta. Es capaz de ceder dos electrones transformandose en dihidro-
ascorbato, que sera reciclado a acido ascérbico por el enzima dihidroascorbato
reductasa. Por ello, el dihidroascorbato esta en concentracion mucho menor que el

ascorbato. Reacciona con numerosas especies reactivas, como el radical Oz, el
H2O,, el radical hidroxilo (HO") y el oxigeno singulete. En solucién acuosa también

puede reaccionar con ERN, previniendo la nitracion de moléculas blanco. Por otro

lado, es capaz de regenerar la forma oxidada de la vitamina E.

Existen transhidrogenasas, como la glutarredoxina, capaces de reducir el acido
dihidroascorbico utilizando al glutatién reducido como donador de electrones, por
lo que el glutatién contribuye a mantener alta la concentracion de vitamina C vy
viceversa, ésta puede actuar como ahorradora de glutation en caso necesario
(Meister, 1994).

La N-acetilcisteina (NAC), aunque no es un antioxidante propiamente dicho,
genera cisteina que participa en la sintesis de glutation (Prescott et al, 1977) que,
como hemos comentado anteriormente, tiene como principal funcién la proteccion

de los tejidos frente al dafio oxidativo (Kosower y Kosower, 1978).



La ergotioeina llega a las células de los mamiferos via la ingesta de vegetales. Es
un poderoso atrapador de ERO producido por accién de la mieloperoxidasa en
neutréfilos. Puede reaccionar con peroxinitritos, asi como sus derivados y capturar
iones hidroxilo. Sus estados oxidados intermedios son rapidamente regenerados

en presencia de ascorbato (Powers y Lennon, 1999).

El glutation es un tripéptido intracelular con diversas funciones que incluyen la
detoxificacion, el mantenimiento de grupos tiol, la modulacién de la proliferaciéon
celular, pero sobre todo, en la defensa antioxidante, ya que tiene propiedades
quimicas que le permiten actuar frente a numerosos compuestos oxidantes, tales
como el HyO,, 027, HO" (Yu, 1994), ademas, reduce el radical tocoferoxilo y
deshidroascorbato reconvirtiéndolos a su forma reducida (Powers y Lennon, 1999;
Zentella de Pina y Saldafa, 1996), su importancia dentro del contexto de este

trabajo es tal, que sera revisado con mas detalle en la siguiente seccion.

En la Figura 1 se indica la distribucion intracelular de las diferentes moléculas y

enzimas antioxidantes presentas en las células de mamiferos.



Figura 1. Distribuciéon de moléculas antioxidantes dentro de la célula (Modificado de Machlin y
Bendich, 1987).

EL GLUTATION.

Es el tiol no proteico mas abundante en las células de mamiferos (Meister y
Anderson, 1983). Su concentracion intracelular es tan elevada como la
concentracion de glucosa, que es de las moléculas mas comunes dentro de las
células (Vina et al, 1978). Fue descubierto en el siglo XIX por deRey-Pail-hade
(1888) en Montpellier, Francia. Su estructura fue estudiada por Hopkins, que
pensaba que era un dipéptido compuesto de glutamato y cisteina. Harington vy
Mead (1935), describieron finalmente la estructura correcta de la molécula: y-

glutamil cisteinil glicina. EI nombre de glutatién se lo design6é Hopkins en 1921.

El glutation esta presente en la mayoria de los organismos eucariotes, con
excepcion de aquellos que no tienen ni mitocondrias ni cloroplastos (Masip et al,
2006), pero su produccidn entre organismos procariotes esta restringida a

cianobacterias, proteobacterias, bacterias purpura (Fahey y Sundquist, 1991;



Riveros-Rosas et al, 2003; Smirnova y Oktyabrsky, 2005; Masip et al, 2006),
bacterias gram-negativas (Escherichia coli), asi como en algunas variedades de
bacterias gram-positivas (Streptococcus y Enterococcus) (Smirnova y Oktyabrsky,
2005). Recientemente se ha demostrado que algunos protozoos, del tipo de las
amebas de vida libre (Naegleria fowleri, Acanthamoeba polyphaga), tienen la
capacidad de sintetizar glutatiéon (Ondarza et al, 2002; Ondarza et al, 2006). Hasta
el momento solo en algunos grupos de eubacterias y archaeobacterias no se ha

encontrado glutation (Masip et al, 2006).
Estructura del glutation.

Tiene numerosas e importantes funciones fisiolégicas y metabdlicas que se

derivan de su peculiar estructura (Vifia et al, 1990):

1.- Presenta un grupo tiol libre (-SH) que corresponde al aminoacido de cisteina,

que es el que interviene en las reacciones redox del glutation.

2.- Posee un enlace peptidico muy particular con el y-glutamilo, que le confiere alta
resistencia para no ser degradado por las peptidasas de la célula. En la
actualidad, sdlo se conoce una enzima capaz de hidrolizar este enlace, la y-
glutamil transpeptidasa, que esta situada en la cara externa de la membrana
celular (Vina et al, 1992%).

Glutation reducido (GSH).



El glutatién se puede encontrar principalmente de dos formas, segun su estado de
oxido-reduccion: como glutation reducido (GSH), o como glutation oxidado
(GSSG). El GSSG esta compuesto por dos moléculas de GSH unidas por un

puente disulfuro entre las cisteinas.

Glutation Oxidado (GSSG).

Propiedades fisico-quimicas del glutation.

El glutation, gracias a su grupo tiol, puede intervenir en reacciones de tipo redox
intercambiando electrones a través del azufre en la cisteina de su estructura

(Kosower y Kosower, 1978). Por ello, puede actuar de las siguientes formas:
1.- Reaccion directa con un radical libre.
El GSH reacciona con un radical libre formandose el radical GSe. Este radical

es estable y persiste hasta encontrar otro radical GS+ y formar una molécula de
GSSG.




'El glutation se puede encontrar en una tercera forma, unido a proteinas o moléculas
glutationiladas (Pajares et al, 1992%; Sies, 1999).

GSH+R* ________, RH+GS-

2GSe — GSSG

2.- Intercambio tiol — disulfuro.

Puede reaccionar estando en forma oxidada con otro tiol uniéndose una

molécula de glutation al tiol formando GS".

RS + GSSG — RSSG + GS’

3.- Oxidacion dieléctrica.

Se produce a través de la formacion de un intermediario, seguida por la
sustitucion de una molécula adecuada. Este mecanismo es uno de los

empleados para disminuir el GSH de forma no enzimatica:

RS" + GSI > RSSG + I

Sintesis y Regulacion del glutation.

El higado es uno de los érganos con mas alto contenido de glutatién y unico en
dos aspectos de sintesis. El primero, es que el hepatocito es 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 ésta ultima no lo puede sintetizar, aunque
la poza puede ser alterada en ratas alimentadas con etanol y provocar una caida

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

El glutation es sintetizado a partir de sus aminoacidos precursores en el citosol de
practicamente todas las células (DelLeve y Kaplowitz, 1991; Meister, 1988). Los
aminoacidos requeridos para esta sintesis son L-glutamato, L-cisteina y L-glicina y

se requiere de dos moléculas de ATP en la reaccion (Lu, 1999).

En la sintesis de GSH intervienen dos enzimas. La primera es la y-glutamil cisteina
sintetasa (y-GCS) o glutamato cisteina ligasa (GCL), que da lugar al dipeptido y-
glutamil-cisteina a partir de L-glutamato y L-cisteina. En situaciones fisiolégicas, el
paso limitante para la sintesis de GSH es la disponibilidad de cisteina (Tateishi et
al, 1974; Tateishi et al, 1977). La sintesis de glutation esta regulada por
retroalimentacion, ya que el GSH inhibe la GCL (Richman y Meister, 1975; Seelig
et al, 1984).

GCL

L-glutamato + L-cisteina+ ATP — >  y-glutamil-cisteina + ADP + P;

El segundo paso de la sintesis de GSH esta catalizado por la glutatién sintetasa
(GS), que une la L-glicina con la cisteina, formando asi y-glutamil-cisteina. La
enzima glutatién sintetasa se compone de dos subunidades idénticas y no esta
sujeta a inhibicion por retroalimentacion (Oppenheimer et al, 1979). En el rifidn de
la rata se glicosila, pero el papel de la glicosilacion de la enzima en la regulacion

de su actividad es desconocido (Oppenheimer et al, 1979; Lu, 1999).



GS

v-glutamilcisteina + L-glicina+ ATP ——— > glutation + ADP + P;

Glutamato cinteina ligasa.

La enzima GCL se compone de una subunidad catalitica pesada de 73 kDa y de
una subunidad reguladora ligera de unos 30 kDa, que son codificadas por
diferentes genes en humanos y en ratas (Gipp et al, 1992; Huang et al, 1993). La
subunidad catalitica se inhibe por retroalimentacion ejercida por el GSH (Richman
y Meister, 1975; Seelig et al, 1984). La regulacién fisiolégica de la actividad de la
GCL recae en la disponibilidad de L-cisteina (Tateishi et al, 1974; Tateishi et al,
1977) y en la inhibicién que ejerce el GSH sobre la enzima (Meister, 1988; Lu,
1999). La concentracion de la cisteina intracelular se acerca a la Km de la GCL
(de 0.1 a 0.3mM en humanos y ratas), mientras que el nivel de glutamato es varias
veces mayor que el valor de Km de la GCL para el glutamato [1.8mM] (Lu et al,
1992). Asi el nivel de cisteina determina la tasa de sintesis en condiciones

fisiologicas.

Es importante sefalar que ambas subunidades de la GCL son reguladas, a nivel
transcripcional, por el estrés oxidativo (Lu, 1999), y numerosos agentes que
inducen estrés oxidativo como el H,O5, las quinonas, las radiaciones ionizantes, el
TNF-a o el 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), elevan la actividad de la GCL asi como la
transcripcion de la subunidad pesada de la enzima (Cai et al, 1997; Lu, 1999). La
transcripcion de la subunidad ligera de la GCL esta también incrementada en
respuesta de terbutilhidroquinona (TBHQ) o de 4-HNE (Cai et al, 1997; Lu, 1999).
Ademas, el 4-HNE es capaz de estabilizar el mRNA de las dos subunidades de la
GCL (Liu et al, 1998).



La elevacion de la transcripcion de ambas subunidades de la GCL por el estrés
oxidativo esta mediada por diferentes factores de transcripcion; sin embargo,
muchos estudios se han enfocado en la regulacién transcripcional de la subunidad
catalitica de la GCL (GCLC) al nivel del promotor. Las regiones 5" han sido
clonadas en las subunidades de la GCL tanto en humano como en ratas (Mulcahy
y Gipp, 1995° Mulcahy et al, 1997; Galloway et al, 1997; Moinova y Mulcahy,
1998; Hudson y Kavanagh, 2000; Yang et al, 2001; Solis et al, 2002; Yang et al,
2005b). En consenso, el factor nuclear kappa B (NFxB), la proteina de
especificidad-1 (SP-17), la proteina activadora-1 (AP-7), la proteina activadora-2
(AP-2), la respuesta de metales (MRE), la respuesta antioxidante (ARE), y la
respuesta electrofilica, son elementos que se han identificado en promotores
humanos de la GCLC. Algunos estudios han identificado un elemento proximal
(=263 a =269Pb), que es critico en la mediacién del efecto del estrés oxidativo,
induciendo un incremento en la transcripcién de la GCLC humana (Morales et al,
1997; Morales et al, 1998; Rahman et al, 1996; Rahman et al, 1998; Sekhar et al,
1997°).

La regulacién hormonal de la expresion de la GCL tiene una especial relevancia
fisiolégica. La fenilefrina, el glucagén, o el dibutiril AMPc inhiben la actividad de la
GCL, que hace disminuir la sintesis de glutation y conlleva la disminucion de
glutation en hepatocitos de rata (Estrela et al, 1988; Lu et al, 1991). La pérdida de
la actividad de la GCL inducida por estas hormonas de estrés esta mediada por la
fosforilacién de la subunidad catalitica, debida a la activacion de la proteina cinasa
Ay la proteina cinasa C (Sun et al, 1996). De esta manera, la respuesta al estrés
disminuye la sintesis de GSH, incrementandose la disponibilidad de cisteina para

la sintesis de proteinas de estrés (Lu, 1999).

Contrastando con esta respuesta aguda, la insulina o la hidrocortisona necesitan
varias horas para incrementar la actividad de la GCL y, por tanto, para elevar los

niveles de glutation en los hepatocitos de rata (Lu et al, 1992). En estos casos, el



incremento de la GCL esta mediado por un aumento en la transcripcién del gen
que codifica la subunidad catalitica de la enzima. Asi, estas hormonas se
requieren para la expresiéon normal de la GCL y el mantenimiento de los niveles de
GSH, pero la regulacion de los niveles de glutatiéon durante el estrés parece que
ocurre en dos fases: al principio algunas hormonas de estrés como el glucagoéon o
la fenilefrina, disminuye el glutation a corto plazo, y después otras hormonas de
estrés como el cortisol, repone el glutation a mediano y largo plazo. Hay una
induccion coordinada de las subunidades de GCL y de la glutation sintetasa por
los agentes que disminuyen la poza de glutatién, como es el dietiimaleato (DEM),
la butionina sulfoximina (BSO) o TBHQ (Huang et al, 2000).

Ademas, el factor de transcripciéon AP-1 se requiere para la induccién coordinada
de la GCL y de la glutation sintetasa (Yang et al, 2002). En el carcinoma
hepatocelular, se ha descrito un incremento en los niveles de mRNA de la
subunidad catalitica y de glutation sintetasa, que conlleva un nivel alto de
glutation. Este nivel alto de glutation también facilita la proliferacion celular (Huang
et al, 2001).

Degradacion del glutation, ciclo del y—glutamilo.

Las reacciones que participan en la sintesis y degradacion del glutation constituye
el llamado ciclo del y-glutamilo y fue postulado por Meister a mediados de los 70,s.
Tras su sintesis, el glutation es utilizado o degradado. El catabolismo del glutatién
se realiza en parte dentro de la célula y en parte fuera (Figura 2). El glutatiéon se
exporta fuera de la célula por un transportador especifico. Comienza entonces la
acciéon de la y-glutamil transpeptidasa (GGT), que cataliza dos reacciones

diferentes:

a) Transpeptidacién, en la que el y-glutamilo se transfiere a un aceptor, que
puede ser el mismo GSH.

b) Hidrdlisis, en la que se hidroliza el enlace y-glutamilo.



Los sustratos de la enzima son el GSH, el GSSG, el GSH S-sustituido y otros

compuestos del y-glutamilo (Meister y Anderson, 1983).

La actividad GGT se localiza en la superficie externa de las células (Meister y
Anderson, 1983). Cuando el GSH interacciona con la membrana, la GGT forma el
v-glutamil aminoacido, que entra a la célula via un transportador especifico. La y-
glutamil ciclotransferasa hidroliza el y-glutamil aminoacido, liberando el
aminoacido 5-oxo-L-prolina (Meister y Anderson, 1983). La oxoprolinasa cataliza la
hidrdlisis dependiente de ATP de la 5-oxo-L-prolina, liberando glutamato. Una
dipeptidasa hidroliza la cisteinilglicina formada por la GGT (Meister y Anderson,
1983).

El ciclo de y-glutamilo postulado por Meister (1973), presentado como un
mecanismo de transporte de aminoacidos, tiene algunas peculiaridades: La mayor
es de caracter energético, ya que se requieren tres moléculas de ATP por cada
vuelta del ciclo, de manera que se gastan tres moléculas de alta energia por cada
glutation sintetizado. Existe evidencia que sugiere que el ciclo del y-glutamilo
aparte de explicar la sintesis y degradaciéon del glutation, también podria actuar
como generador de sefiales que activarian el transporte de aminoacidos hacia el

interior de la célula (Viha et al, 1989b).



Figura 2. Esquema del ciclo del y-glutamilo, que comprende las enzimas que sintetizan y degradan
glutation (Modificado de Lu, 2009).

El recambio de glutation se debe considerar como un proceso multiorganico. De
hecho, en un 6rgano como el higado en que la sintesis de glutation es muy activa,
la degradacion es muy lenta debido a la baja actividad de la y-glutamil
transpeptidasa. Sin embargo, en rifidon la y-glutamil transpeptidasa estd muy
elevada. Por tanto, el ciclo del y-glutamilo debe ser considerado como un ciclo
multiorganico en el que la parte sintética sucede principalmente en el higado,
mientras que la parte catabdlica sucede principalmente en riidn entre otros
organos (Griffith y Meister, 1979; Haberle et al, 1979).

Una importante funcién del GSH es la detoxificacion de xenobioticos (X) y/o de sus
metabolitos, estos compuestos forman conjugados con el GSH de manera
espontanea o enzimaticamente, en reacciones catalizadas por la glutation-S-
transferasa (Mesiter, 1988). Los conjugados formados son usualmente excretados
fuera de la célula o en la bilis como es el caso de los hepatocitos. Los conjugados
GSH(X) pueden sufrir una ruptura del enlace y-glutamilo mediado por la GGT vy

desprender al conjugado cisteina(X)glicina. La cisteina(X)glicina es hidrolizada por



una dipeptidasa, resultando cisteina(X); posteriormente actua una N-acetilasa para
formar acido mercapturico (N-acetilcisteina(X)) y eliminarse como tal, como se

muestra en la figura 2 (DeLeve y Kaplowitz, 1990).
Precursores del glutation.

La disponibilidad de L-cisteina es el factor limitante para la sintesis de glutation en
condiciones fisiolégicas. La cisteina proviene de la dieta, de la protedlisis o es
sintetizada a partir de la metionina por medio de la via de transulfuracion (Vina et
al, 1996).

En la dieta del ser humano, las frutas, cereales y vegetales contribuyen con cerca
del 50% del GSH aportado, mientras que el consumo de carne contribuye con
menos del 25% (Parcell, 2002), por lo que las condiciones nutricionales y los
valores de GSH se encuentran estrechamente relacionados, al grado de que las
condiciones de ayuno inducen una caida del GSH del 50% en ratas, lo que
subraya la importancia del estado nutricional en la sintesis de GSH (Lu, 1999;
Videla et al, 1982). De hecho, el ayuno durante 48 h produce una marcada
disminucién de glutation en higado y se restaura al alimentarse normalmente
(Tateishi y Sakamoto, 1983). Ademas, el glutation hepatico se relaciona

intimamente con el contenido de cisteina y/o cistina de la dieta.

La cisteina entra en la célula via transportadores especificos para aminoacidos
neutros y es rapidamente transportada en hepatocitos aislados de rata. El
transporte es un proceso altamente dependiente de Na*, homogéneo y muy similar
al sistema de transporte de aminoacidos ASC (Kilberg et al, 1981; Franchi-
Gazzola et al, 1982). Esencialmente no se detecto transporte de cisteina a través
del sistema A, incluso en hepatocitos que no presentaban otros aminoacidos en el
medio. Por lo tanto se ha propuesto que en hepatocitos de rata, los
transportadores dependientes de Na® tienen como sustrato especifico a la cisteina
en el sistema ASC. Sin embargo, el uso de la cisteina como un sustrato especifico



de este sistema es limitado, porque la cisteina no es especifica para el sistema
ASC, por lo que en presencia de inhibidores, se bloquea también el transporte de
otros aminoacidos por el sistema A (Bannai, 1984). A pesar que este sistema no
se expresa en hepatocitos normales, se induce por la disminucion de glutation

causada por agentes electrofilicos (Bannai et al, 1989).

La via de transulfuracion ocurre en varios tejidos, pero principalmente en el

higado. Esta via incluye cinco pasos:

Activacion de la metionina a S-adenosil metionina
Desmetilacion
Liberacion de la fraccion S-adenosil para formar homocisteina.

Formacion de cistationina a partir de homocisteina y serina

a M w0 nhd =

Ruptura de la cistationina para dar cisteina y B-cetobutirato.

El paso mas importante de esta secuencia de reacciones es el primero, que esta
catalizado por la metionina s-adenosil transferasa, y el ultimo, que es irreversible y

esta catalizado por la enzima B-cistationasa.

La via de transulfuracion es escasa o incluso ausente en muchas condiciones
fisiolégicas y patologicas que implican decaimiento de glutation. Esta es
bloqueada en la cirrosis hepatica, donde la disminucién de glutation se asocia con
baja expresion y baja actividad de la metionina adenosiltransferasa, cistationina -
sintasa y B-cistationasa (Horowitz et al, 1981; Serviddio et al, 2004). El caso de la
hiperhomocisteinemia es de especial relevancia clinica debido a la deficiencia en
cistationina B-sintasa que conlleva retraso mental y disfuncion trombovascular
(Finkelstein, 2000). La actividad B-cistationasa esta reducida dramaticamente y
llega a ser la tasa limitante de la sintesis de glutatién en la vida fetal (Pallardo et
al, 1991), en los prematuros (Vina et al, 1995), estrés quirurgico (Viha et al,
1992°), envejecimiento (Ferrer et al, 1990) y sida (Vifia et al, 1986).



Para restablecer los niveles de glutation, en estas situaciones se debe utilizar N-
acetilcisteina como precursor de cisteina, ya que la via de transulfuracién no es
capaz de aportar la suficiente para la sintesis de glutation (Sastre et al, 1994). Sin
embargo, la dosis diaria de N-acetilcisteina en tratamientos crénicos debe ser
elegida con cuidado para prevenir la acumulacion de cisteina intracelular. Ademas,
la cisteina libre puede sufrir auto-oxidacion generando radicales libres (Vifia et al,
1983).

Transporte de glutation.

El transporte a través de la membrana celular juega un papel clave en la
homeostasis interérganica del tripéptido. Hay que tener en cuenta que la vida
media del glutation es baja en el plasma sanguineo: solo unos minutos en ratas y
humanos (Viia et al, 1983). El higado es uno de los dérganos principales de
sintesis de glutation y de liberacion del mismo al plasma, mientras que el riidn es
el principal érgano que lo elimina de la circulacion (Griffith y Meister, 1979; Haberle
et al, 1979).

El eflujo de glutation sinusoidal es el principal determinante de los niveles de
glutation, de cisteina y de cistina, asi como del estatus de tiol-disulfuro en el
plasma sanguineo (Ookhtens y Kaplowitz, 1998). De hecho, la mayor tasa de
eflujo de glutation se realiza en los hepatocitos a través de la membrana sinusoidal
(15nmol/min™/g™ higado de rata), siendo la tasa de excrecion biliar mucho mas
baja (1-3nmol/min™/g™" higado de rata). El transporte de glutatién a través de la
membrana sinusoidal es sodio/dependiente y es unidireccional en condiciones
fisiolégicas, es decir, no hay recaptacion de GSH o de GSSG por los hepatocitos
intactos (Hahn et al, 1978). El eflujo de glutation puede también ocurrir en el
intercambio para la captacion de compuestos y-glutamilo y aniones organicos
(Garcia-Ruiz et al, 1992). La adrenalina, la fenilefrina y el glucagén incrementan el
eflujo de GSH por el higado a través de la membrana sinusoidal (Lu et al, 1990).

De esta forma, la liberacion de glutation por el higado puede inducirse durante el



estrés para abastecer las demandas incrementadas de otros tejidos (Pyke et al,
1986).

El higado desempefia un papel importante en la homeostasis interorganica
de glutation, el suministro de GSH a los 6rganos extrahepaticos a través del eflujo,
mediado por sistemas de transporte membranal localizados en los polos sinusoidal
y canalicular del hepatocito (Kaplowitz et al, 1985; Meister y Anderson, 1983).
Estos sistemas de transporte se han caracterizado en diferentes modelos y son
bidirecionales y electrogénicos; sin embargo, difieren en afinidad por el GSH y en
especificidad por inhibicion cis y estimulacion trans de aniones organicos
(Ookhtens et al, 1985; Garcia-Ruiz et al, 1992).

La mitocondria no puede sintetizar glutatién, y la poza mitocondrial de GSH
proviene del citosol, atravesando la membrana mediante un transportador
mitocondrial. Este transportador, identificado en la mitocondria de higado de rata,
es diferente de los transportadores canaliculares y sinusoidales (Garcia-Ruiz et al,
1995). La ingesta cronica de etanol dificulta el transporte mitocondrial de GSH y en
consecuencia se presenta disminucidon del glutation mitocondrial (Fernandez-
Checa et al, 1991). El causante de la disminucién del transporte de glutation
parece ser un incremento de la viscosidad de las membranas mitocondriales

debido al alto contenido en colesterol (Lluis et al, 2003).

Bajo condiciones fisiologicas, hay una excrecion muy baja de GSSG (0,4
nmol/min”'/g” higado de rata) en la bilis. El GSH y el GSSG se liberan también de
los tejidos extrahepaticos, como el corazon, a pesar que la liberacion es mucho
menor que por el higado (Ishikawa y Sies, 1984). Se ha demostrado, en eritrocitos
de humano, la existencia de un sistema de transporte dependiente de ATP para
exportar el GSSG (Srivastava y Beutler, 1969; Kondo et al, 1981). Los eritrocitos
pueden sintetizar GSH, ya que contienen todas las enzimas necesarias para su
biosintesis (Dass et al, 1992). Ademas, tanto GSSG como los conjugados de

glutation (GS-X), son exportados activamente cuando su concentracion intracelular



es alta (Rossi et al, 2001; Thom et al, 1997). La re-sintesis de novo puede
mantener el equilibrio por la pérdida de GSH debido a la exportacién de GSSG y
GS-X, este mecanismo es regulado por la retroalimentacion del glutation (Beutler
and Dale, 1989). Poco se sabe acerca de la exportacion de GSH en eritrocitos y

su papel en la homeostasis de la poza extracelular (Giustarini et al, 2008).

El estrés oxidativo incrementa la liberacion de GSSG por las células, los eritrocitos
y los tejidos, como el higado, el pulmén y el corazén (Sies y Akerboom, 1984). Los
agentes prooxidantes aumentan la cantidad de excrecion de GSSG en la bilis de
forma paralela a la concentraciéon de GSSG intracelular (Sies y Akerboom, 1984).
Parece que la concentracion de GSSG en la bilis esta mediada por un transporte

activo, y sucede contra gradiente de concentracion.

El eflujo de GSSG se inhibe por glutation-S- conjugados en el higado, corazon y
eritrocitos (Ishikawa y Sies, 1984). En concordancia, un translocador comun se
relaciona con el transporte tanto del GSSG como de los conjugados de glutation.
Ademas, la formacién de estos conjugados contribuye al consumo de GSH
durante estrés oxidativo, ya que puede reaccionar a través de su grupo tiol con

radicales o moléculas oxidadas (Kosower y Kosower, 1978).

La actividad del transportador sinusoidal de GSH esta también influenciada por el
estatus de tiol-disulfuro (Lu et al, 1994). La oxidacién de tioles estimula el
transporte hacia dentro por la inhibicién del eflujo y consecuentemente, cambia la

direccion del transporte de GSH por medio de este transportador.

Se ha observado captacién de GSH por el riiidn, el pulmén y por las células
intestinales (Hagen et al, 1986; Lash et al, 1986). Cerca del 80% del GSH
plasmatico presente en la arteria renal es extraido tras un unico paso por el rinén.
Esta capacidad de eliminacién es, en parte, debida a la alta actividad de la GGT
que posee dicho 6rgano, localizada principalmente en el lado luminal del borde en
cepillo de la membrana (Horiuchi et al, 1978). EI| GSH presente en la filtracion



glomerular se degrada a sus aminoacidos constituyentes, que son reabsorbidos en
la membrana luminal. La filtracion glomerular y posterior lisis del GSH por la y-
glutamil transpeptidasa, constituye un 20-30% de la extraccion renal (Griffith y
Meister, 1979). La captacion de GSH renal también se realiza a través de la
membrana basolateral por un sistema de transporte de GSH dependiente de sodio
(Lash y Jones, 1984).

Se han visto transportadores de GSH sodio/dependientes y sodio/independientes
en el epitelio del cristalino, en células de Muller retinales, células epiteliales
cerebrales y astrocitos (Kannan et al, 1996; Kannan et al, 1999; Kannan et al,
2000). El transportador sodio/dependiente controla la captacion de GSH, mientras
que el transportador sodio/independiente parece estar principalmente relacionado
con el eflujo de GSH. Es interesante conocer que estos sistemas de transporte
permiten el paso de glutation a través de la barrera hematoencefalica (Kannan et
al, 1992).

Tres familias de transportadores presentes en células de mamiferos estan
implicadas en el transporte y movilizacién del glutation y son llamadas: la familia
de proteinas asociadas a la resistencia a multiples drogas (MRP), la familia del
regulador de conductancia transmembranal de la fibrosis quistica (CFTR) y la
familia de péptidos transportadores de aniones organicos (OATP) (Rius et al,
2003; Ballatori et al, 2005) que co-transportan S-conjugados, GSSG, ademas de
los sustratos que ordinariamente transportan (ejemplo: iones organicos, CI°, HCOg
Na®, sales biliares, esteroides, leucotrienos, prostaglandinas). Los transportadores
MRP y OATP tienen baja afinidad por el GSH (Mao et al, 2000; Cole y Deeley,
2006; Briz et al, 2006). Mientras que el transportador CFTR facilita el transporte
transmembranal de GSH (Ballatori et al, 2005; Cantin et al, 2007), el cual es
activado por AMPc y puede ser regulado por fosforilacion catalizada por las
proteinas cinasas A y C (Aleksandrov y Riordan 1998; Wright et al, 2004; Riordan,
2005).



Localizacion del GSH.

Las funciones tan dispares que ejerce el glutation indican que el nivel y el estado
redox no debe ser igual en los diferentes compartimentos celulares. Usando
técnicas de separacion celular, se ha puesto en evidencia la rica variedad de
niveles de glutation. De interés especial es la distribucion del glutation en la

mitocondria, reticulo endoplasmatico y nucleo.

La importancia del glutation mitocondrial fue puesta en relieve por Jocelyn y
Kamminga (Jocelyn y Kamminga, 1974). La distribucién actual y el nivel de
glutation en la mitocondria, en relacion con el citosol se describieron por Sies y sus
colaboradores (Wahllander et al, 1979). El glutation tiene una tasa diferente de
renovacion en la mitocondria que en el citosol (Griffith y Meister, 1985). Ademas,
no es sintetizado dentro de la mitocondria, pero es transportado en estos
organelos por un transportador especifico del citosol. El glutation mitocondrial
tiene importantes funciones celulares tanto en la patologia como en la fisiologia
normal de la célula (Linnane et al, 1989). De especial importancia es su funcion en
el envejecimiento, que fue postulado por primera vez por Miquel y colaboradores
(1980). EI GSH disminuye ligeramente con la edad, en el citoplasma, en una

proporcion de aproximadamente el 30% de todo el glutation celular.

Asi mismo, cuando se determina el glutation en la mitocondria, se puede observar
que, también disminuye significativamente con la edad en dicho organelo y que
depende de la pérdida de glutation observada en toda la célula (Sastre et al,
1996).

Ademas, existe una correlacion entre el glutation mitocondrial y el incremento de
estrés oxidativo en el DNA de la mitocondria (De la Asuncion et al, 1998). El
glutation mitocondrial tiene un papel importante en muchas otras enfermedades,
como en el SIDA (principalmente debido a la toxicidad de los agentes

antirretrovirales), y también es importante en diversos estados fisiologicos. Por



ejemplo, la via mitocondrial de la apoptosis celular se dispara por la oxidacion del

glutation mitocondrial (Esteve et al, 1999).

El reticulo endoplasmatico es otro compartimento celular en donde el glutatidon
juega un papel importante, particularmente debido a su relevancia en el
plegamiento de las proteinas secretadas. El glutation esta significativamente
oxidado en el reticulo endoplasmatico y la tasa GSH/GSSG en dicho organelo es
de alrededor de 1. Chakravarthi y Bulleid, atribuyeron la alta oxidacion del glutation
a un importante transporte de glutation oxidado, del citosol al reticulo
endoplasmatico. Parece que se necesita un estado altamente oxidativo para la
correcta formacion de los puentes disulfuro durante el plegamiento de las
proteinas (Chakravarthi y Bulleid, 2004).

El glutation nuclear también merece atencidon. Las caracteristicas estructurales de
la membrana nuclear, particularmente sus complejos de poros que permiten la
difusion de pequefias proteinas, hacen dificil obtener una tasa GSH/GSSG
razonable. Los estudios usando técnicas de fraccionamiento lipidico con
microscopia confocal, sugieren que la concentracion nuclear de GSH es similar a
la del citoplasma (Voehringer et al, 1998). Por otra parte, se ha descrito (utilizando
fluorocromos especificos), que las concentraciones de glutatién en el nucleo son
mayores que en el citoplasma en hepatocitos aislados (Bellomo et al, 1992). Estos
autores concluyen que debe existir un transporte de glutation que lo traslade del

citoplasma al nucleo.

Ademas, la poza nuclear de glutation es mas resistente al decaimiento que la poza
citosdlica, de manera que es muy probable que el tripéptido cumpla una funcién
esencial en la fisiologia del nucleo. De hecho, el glutation se relaciona con la
regulacion de la organizacion de la matriz nuclear, con la regulacion de la
estructura de la cromatina (De Capoa et al, 1982) y con la sintesis de DNA. Mas
recientemente, varios estudios han subrayado la importancia del estrés oxidativo
en la regulacion de algunos factores de transcripcién (Droge, 2002), como el NF-
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kB (Li y Karin, 1999) y la AP-1 (Los et al, 1995), que son activados por H;O, en

linfocitos T.
Funciones fisiolégicas del GSH.

El GSH participa en gran cantidad de procesos fisioldgicos, la gran mayoria de

ellos directamente relacionados con la estructura del mismo. Sus funciones son:

= Tiene papel protector frente al estrés oxidativo. Dado que el GSH es uno de
los antoxidantes principales de la célula, constituye una importante barrera
de proteccion frente al estrés oxidativo (Sies, 1986). EI GSH protege a la
membrana celular contra el dafio oxidativo ya que mantiene el estatus
tidlico de la misma (Kosower y Kosower, 1983). El glutatiéon oxidado puede
excretarse también de las células como un mecanismo de emergencia
frente a los efectos deletéreos que un exceso puede causar, puesto que el
GSSG reacciona con los grupos tioles de proteinas formando disulfuros
mixtos (Ishikawa et al, 1989). También detoxifica perdxidos por la glutation

peroxidasa.

= Mantiene el balance redox en la célula (Meister, 1994; Dickinson y Forman,
2002).

= Participa en la regulacion de la sintesis de proteinas. Cuando el glutation
reducido se oxida, los procesos de iniciacion y elongacion de la traduccién
se inhiben (Ochoa, 1983). Por otra parte, cuando el glutation oxidado se
reduce, la elongacion se reanuda y parece que es un aumento en la
concentracion de GSSG lo que hace que la sintesis proteica se inhiba. Sin
embargo, el GSSG ayuda a mantener la correcta estructura tridimensional

de muchas proteinas que en ocasiones estan S-glutationiladas.



» Participa en la detoxificacion de xenobidticos catalizada por la glutation S-
transferasas (Orrenius y Moldeus, 1984; Meister, 1988; Fang et al, 2004).
Interviene en la remocion de formaldehido (Townsend et al, 2003; Wu et al,
2004).

» Juega un papel en la sintesis del DNA: en este proceso se requiere la
reduccién de ribonucleétidos para formar desoxirribonucleétidos, reaccion
catalizada por la ribonucledtido reductasa. Debe intervenir un donante de
hidrogeno que puede ser la tiorredoxina, o la glutarredoxina (Holmgren,
1979) dependiente de GSH.

= Constituye un reservorio de cisteina, principalmente en el higado (Tateishi
et al, 1974°).

= Contribuye a la captacion de aminoacidos en algunos tejidos; como

pulmones, rifidn, intestino e higado (Vifia et al, 1989%).

» Modula actividades enzimaticas, por glutationilacion o por regulacién del
estatus redox (Pajares et al, 1992% Pajares et al, 1992°), y es coenzima de

diversas enzimas.

= También juega un papel en la homeostasis del calcio (Bellomo et al, 1982).
Participa en la regulacion de la proliferacion celular (Terradez et al,
1993).Participa en el metabolismo de prostaglandias y leucotrienos (Wang y

Ballatori, 1998).

= El glutatién es un importante factor de movilizacion y excrecién de metales

pesados, especificamente mercurio, cadmio y arsénico (Patrick, 2002).

» Esrequerido para la regeneracién del acido ascorbico (Meister, 1994).



» Regula procesos de glicosilacién (Martinez et al, 2006).

» La relacion citosdlica de GSH/GSSG activa varias vias de sefalizacion
intracelular: niveles altos de GSSG activa a la proteina cinasa B, a las
fosfatasas 1 y 2, y al factor NF-kB; en general reducen la proliferacion
celular e incrementan los procesos apoptoticos (Droge et al, 1994; Sen,
2000; Pastore et al, 2003).

» Participa en la activaciéon de linfocitos-T, por lo que juega un papel

importante en la respuesta inmune (Droge et al, 1994).

= Juega un papel importante en la espermatogénesis y maduracion
espermatica (Sles, 1999; Wu et al, 2004).

» Desempefia un papel central en la patogénesis de diversas enfermedades
(cancer, inflamacién, 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 (Parcell, 2002; Townsend et al, 2003;
Turrens, 2003).

Papel antioxidante del Glutation: Ciclo Redox

El GSH puede reaccionar directamente con los RL, sin intervencion enzimatica
alguna, o bien puede reducir los perdxidos formados por medio de la glutatidon

peroxidasa.

Cuando se da una agresién oxidativa, el GSH se oxida a GSSG por medio de la
reaccion catalizada por la glutation peroxidasa. EI GSSG formado es
inmediatamente reducido a GSH por medio de la glutation reductasa. La glutatién

reductasa requiere NADPH como cofactor, que sera suministrado por la glucosa-6-



fosfato deshidrogenasa. Tanto la glutation peroxidasa como la glutatién reductasa
(Figura 3) se hallan predominantemente en el citosol, existiendo también cierta

actividad en la mitocondria (Orrenius y Moldeus, 1984).

2GSH + H,0, » GSSG +2H,0

(0 peroxidos de  Se-GSH-Px

Glutatién reductasa

Glucosa-6-fosfato

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

6-P-Glucosa o lactona

Fig 3. Reacciones en las que intervienen las enzimas glutation peroxidasa (GSH-Px) y
la glutatiéon reductasa (GR).

Como ya se ha indicado, la concentracion de glutation en la célula es alta, sin
embargo, la concentracion de la forma oxidada GSSG es notablemente mas baja.
Asumiendo en equilibrio la glutation reductasa y conociendo Ila relacion
NADPI/NADPH, la relacion GSH/GSSG deberia ser cercana al valor de 10,000
(Vina et al, 1978). A pesar del cuidado experimental, en el laboratorio se
encuentran relaciones entre el 10 y el 100, por lo que se puede suponer que la
glutation reductasa no esta en equilibrio in vivo (Vifa et al, 1978). Por tanto, un
cambio de glutation reducido por oxidacion de un 5% puede suponer un
incremento de GSSG de mas del 100% lo que implica que experimentalmente se
debe utilizar un método de medida que conlleve una oxidacién del GSH minima

para medir con precision el GSSG (Asensi et al, 1994).



El higado.

El higado es el 6rgano interno mas grande en los vertebrados y representa del 2%
al 5% del peso corporal total, la proporcién del peso del higado con el peso
corporal suele ser una constante. El higado es en realidad un complejo de
glandulas tubulares con funciones endocrinas y exocrinas. Este o6rgano es
esencial para la vida, la reserva potencial de este 6érgano es grande ya que por lo
menos una tercera parte puede quedar sin deteccion de insuficiencia hepatica
(Martinez et al, 2001).

El higado en los humanos esta formado por dos I6bulos principales, de los cuales
el derecho es mas grande que el izquierdo, sin embargo en la rata (Figura 4) se
observa una mayor complejidad lobular (William, 1974). El color café rojizo de esta
glandula se debe a la capsula de tejido conectivo que lo cubre. Histolégicamente
esta constituido por hepatocitos, células de Kupffer, células endoteliales, células
estelares 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 porta, la cual transporta los compuestos absorbidos en el
intestino y en el estdmago, incluyendo las sustancias 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 Iébulo). Los dos
ductos biliares se unen entre si para luego unirse a la arteria cistica 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).



Figura 4. Representacién esquematica del higado de rata: (A) Cara visceral; (B) Cara
diafragmatica. 1)Lobulo lateral siniestro, 2) Lébulo medial siniestro, 3) Lobulo medial diestro, 4)
Lébulo lateral diestro 5) Proceso papillaris partes retroventriculares (I6bulo caudal), 7) Proceso
caudal (I6bulo caudal), 8) Crecimiento de la vena cava caudal, dentro del higado colecta a la vena
hepatica, 9) arteria hepatica, vena porta y ducto hepatoentericus, 10) Margen dorsal con surco
esofagico (impresion esofagica), 11) en la cara viceral del l6bulo lateral siniestro se encuentra la

impresién gastrica, 12) en el proceso caudal se muestra la impresion renal.

La unidad funcional del higado estd formada por tres vasos (la vena porta, 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 sustancias 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 reduccidon catalizadas por esta
enzima (Riveros-Rosas et al, 1997; Martinez et al, 2001). Las sustancias que se
bioactivan en estas condiciones pueden producir dafio en esta region. Un ejemplo
es el CCly que es mas toxico en esta area (Zentella de Plfia et al, 1997).

El higado ejecuta un gran numero de funciones y entre las mas importantes estan
el almacenamiento y biotransformaciéon de las sustancias que recibe del torrente

circulatorio y el sistema portal. Normalmente biotransforma y acumula sustancias



utiles en el organismo tales como glucosa, en forma de glucégeno, aminoacidos,

grasas, vitamina A y vitamina By, (Martinez et al, 2001; Lieber, 2003).

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

Para realizar sus funciones, el higado tiene con una gran cantidad de enzimas con
funciones oxidativas y reductivas, entre las cuales estan el sistema del citocromo
P-450, flavinmonooxigenasas, peroxidasas, hidroxilasas, esterasas y amidasas.
Otras enzimas también presentes son las glucuroniltransferasas, las
sulfotransferasas, metilasas, acetiltransferasas, tioltransferasas (Martines et al,
2001). Todas estas enzimas tienen gran importancia en la biotransformacion de

los xenobidticos (Lieber, 2003).
El hepatocito.

Es una célula poligonal que posee uno o dos nucleos relativamente grandes con
un solo nucléolo. 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
glucégeno tienen una distribucion 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 tener microvellosidades diminutas que sirven para



aumentar la superficie de los mismos. La célula hepatica tiene gran diversidad
morfologica, debido a la presencia de una cantidad muy variable de lipidos,

glucogeno y reticulo endoplasmatico granular (Martinez et al, 2001).
Alcoholismo (aspectos historicos).

La ingesta de bebidas alcohdlicas ha acompafnado a la humanidad desde los
primeros anos de la civilizacién. Hay indicios del vino en Mesopotamia, 4000 afos
a. C., y de la cerveza con los egipcios, 2200 afos 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 es legalmente
aceptado por la gran mayoria de las culturas y religiones del mundo (Rodriguez et
al, 1993).

El consumo del alcohol, ha sido reconocido como un factor de integracion social y
favorecedor de la convivencia, consumido con moderacién y en los contextos
permitidos, reduce la tensidén, desinhibe y provoca sensaciones de bienestar
(Kricka y Clark, 1979). Sin embargo, la influencia del alcohol en la sociedad ha
tenido gran peso como factor problematico en la conformacién y funcionamiento
de la familia, el individuo y 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 jovenes (Zentella de Pifia, 1994).
Alcoholismo en México

En nuestro pais, los resultados de la Encuesta Nacional de Adicciones realizada
por el Consejo Nacional Contra las Adicciones (CONADIC, 2008), reportan que en
la poblacion mexicana 8 de cada 1 000 personas consumen alcohol todos los dias,
en una proporcion de 7.5 hombres por cada mujer. Este tipo de consumo aumenta

con la edad; por ejemplo, es 3.4 veces mas frecuente en hombres mayores de 50



afios que en aquellos que tienen entre 18 y 29. Sin embargo, en nuestro pais el
patrén de consumo tipico es de grandes cantidades por ocasion de consumo. En
total, casi 27 millones de mexicanos (26 828 893) entre 12 y 65 afios beben con
este patrén y presentan frecuencias de consumo que oscilan entre menos de una
vez al mes y diario. Esto significa que, aunque beban con poca frecuencia, cuando
lo hacen ingieren grandes cantidades. Casi 4 millones (3 986 461) beben grandes
cantidades una vez a la semana o con mayor frecuencia (usuarios

consuetudinarios).

El consumo consuetudinario es mas frecuente entre hombres que entre mujeres,
en una proporcion de 5.8 hombres por cada mujer. Sin embargo, esta manera de
beber esta aumentando entre las mujeres, especialmente entre las adolescentes.
La diferencia entre mujeres adultas y adolescentes (una mujer entre 12 y 17 afos,
por cada 1.9 mujeres adultas mayores de 18 afos) es menor que la que se
observa entre los hombres (un adolescente entre 12 y 17 afios por cada cinco

adultos mayores de 18 afios).

Tanto en hombres como en mujeres, el grupo de edad que muestra los niveles
mas altos de consumo es el de 18 a 29 anos. Los niveles descienden después
conforme aumenta la edad. Los resultados indican que la poblacion adolescente

esta copiando los patrones de consumo de la poblacion adulta.

La proporcion de la poblacion que presenta abuso/dependencia al alcohol es muy
elevada. Poco mas de cuatro millones de mexicanos (4 168 063) cumple con los
criterios para este trastorno; de éstos, tres y medio millones (3 497 946) son

hombres y poco mas de medio millén (670 117) son mujeres.

Esta forma de beber se asocia con una proporcién importante de problemas. Las
dificultades mas frecuentes ocurren con la familia (10.8%), a continuacién
aparecen las peleas (6%). Los problemas con la policia son menos frecuentes
(3.7%), pero en una proporcion importante (41.3%) se encontraron personas que



fueron detenidas bajo los efectos del alcohol. Los problemas laborales no son muy
comunes (3.7%) y en una proporcién aun menor los problemas derivaron en la
pérdida del empleo o en la posibilidad de perderlo (1.4%). Los problemas con la
familia son mas frecuentes en los hombres, especialmente entre los mayores de
edad (3.8 hombres por cada mujer). Entre los adolescentes, estas diferencias son
menos marcadas (1.3 hombres por cada mujer). Mas mujeres adolescentes (7.8%)

que mujeres adultas (3.9%) informaron haber tenido problemas con la familia.

El Consejo Nacional sobre Alcoholismo y Farmacodependencia y la Sociedad
Americana de Medicina y Adiccion define el alcoholismo como "una primaria,
enfermedad crénica caracterizada por el deterioro de control sobre la bebida, la
preocupacion con el alcohol, las drogas, el uso de alcohol a pesar de
consecuencias adversas, y distorsiones en el pensamiento." (Morse and Flavin,
1992) ElI DSM-IV (manual de diagndstico y estadistico de trastornos mentales),
define el abuso de alcohol de uso repetido a pesar de recurrentes consecuencias
adversas. Ademas, define la dependencia del alcohol, como el abuso del alcohol
combinado con la tolerancia, la abstinencia, y una forma incontrolable de beber
(Gary, 2007).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)' denomina en la actualidad al
alcoholismo como la dependencia de fendmenos conductuales, cognitivos y
fisioloégicos que pueden aparecer después del consumo repetido de
alcohol. Estos fendmenos tipicamente incluyen deseo intenso de
consumir alcohol, dificultad para controlar el consumo, persistencia del
consumo a pesar de las consecuencias perjudiciales, mayor prioridad al
consumo frente a otras actividades y obligaciones, aumento de la
tolerancia al alcohol y abstinencia fisica cuando el consumo se

interrumpe.

' http://apps.who.int/classifications/ apps/icd/icd10online/
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Ademas los criterios para identificar el sindrome de dependencia del alcohol o

alcoholismo, a partir del CIE-10, son los siguientes:

e Deseo intenso o vivencia de una compulsién a consumir alcohol.

e Disminucidn de la capacidad para controlar el consumo de alcohol, unas veces
para controlar el inicio del consumo y otras para poder terminarlo o para
controlar la cantidad consumida.

« Sintomas somaticos de un sindrome de abstinencia cuando el consumo de
alcohol se reduzca o cese, cuando se confirme por: el sindrome de abstinencia
caracteristico del alcohol o el consumo de la misma sustancia (o una muy
préxima) con la intencion de aliviar o evitar los sintomas de abstinencia.

e Tolerancia, de tal manera que se requiere un aumento progresivo de la dosis de
alcohol para conseguir los mismos efectos que originalmente producian dosis
mas bajas;

« Abandono progresivo de otras fuentes de placer o diversiones, a causa del
consumo de alcohol, aumento del tiempo necesario para obtener o ingerir el
alcohol o para recuperarse de sus efectos.

e Persistencia en el consumo de alcohol a pesar de sus evidentes consecuencias
perjudiciales, tal y como se evidencia por el consumo continuado una vez que el
individuo es consciente o era de esperar que lo fuera, de la naturaleza y

extension del dano.

El alcohol.

El etanol, alcohol etilico o simplemente alcohol tiene un peso molecular de 46.07
g/mol, tiene la siguiente composicioén porcentual C: 52.14%, H: 13.13%, O: 34.74%
un punto de fusion de —114.1°C, un punto de ebullicion de 78.5°C, un calor de
vaporizacién de 854 J/g y una densidad relativa de 0.789g/cm™ 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. Durante la fermentacion alcohdlica, la glucosa se convierte en
piruvato durante la glucdlisis y finalmente el piruvato se transforma en etanol y
CO; (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, aunque también puede disolverse en 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 pequefa neutra y es capaz de pasar libremente a través de las
membranas bioldgicas, de la misma manera que lo hace una sustancia liposoluble.
Sin embargo, 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-Rosas et al, 1997).

En los mamiferos el etanol es un metabolito que normalmente esta presente en
muy baja, concentraciéon, de 0.1-1mM, su presencia se debe a la actividad
fermentativa de la flora gastrointestinal (McManus et al, 1960; Barahona et al,
1986). Sin embargo, estas cantidades de etanol no son suficientes para justificar la
presencia de todo un conjunto de siete isoenzimas, capaces de oxidarlo a

acetaldehido (Riveros-Rosas et al, 1997).

Hay que hacer notar que existen variaciones genéticas que influyen en 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
absorcidn, la distribucién y el metabolismo del alcohol (Riveros-Rosas et al, 1997).

Por lo tanto, cada individuo responde de forma diferente al consumo de etanol.



Ademas, la oxidacion del etanol libera 7kcal/g, a estas calorias se les conoce

como “calorias vacias”, ya que no van acompafadas de aminoacidos, ni

vitaminas, ni ningun otro elemento que permita la sintesis de las moléculas

estructurales de la célula (Laguna y Pifia, 2002)

En general, la concentracion de etanol en sangre permite predecir el grado de

modificacion 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

algunas variaciones. Segun esta clasificacién, el porcentaje de alcohol en sangre

(BAC, del inglés Blood alcohol concentration) se muestra en la tabla 1.

BAC (%)

0.01-0.029

0.03-0.059

0.06-0.10

0.11-0.20

Tabla 2. Efectos Progresivos del Alcohol.

Conducta

Individuo aparentemente
normal

Sensacioén de bienestar
Relajacién

Hablar sin descanso
Disminucion de la
inhibicion

Sentimentalismo
Desinhibicion
Extroversion

Expresiones exageradas

Afectacion

Los efectos solo se pueden
detector con pruebas
especiales

En estado de alerta
Coordinaciéon
Concentracion

Reflejos

Razonamiento

Percepcion de profundidad
Agudeza en la distancia
Vision periférica
Recuperacion de
deslumbramiento
Funcionamiento sexual

Tiempo de reaccion aumentado



+ Inestabilidad emocional Control motriz

e lray tristeza e Escalonamiento
o Bullicioso o Dificultad al hablar
o Estupor

Deterioro motriz grave
Perdida de la conciencia
e« Perdida de la memoria

« Perdida del entendimiento
0.21-0.29 e Deterioro de las
sensaciones

e Depresion severa e Funcion de la vejiga
o Perdida del conocimiento e Respiracion
0.30-0.39 Posible muerte e Ritmo cardiaco
e Aumenta la respiracion
o Perdida del conocimiento e Acelera el Ritmo cardiaco
>0.40 e Posible muerte o Capacidad de vivir
o Dano cerebral

tomada de Federal Aviation Regulation (CFR) 91.17: Alcohol and Flying:
Absorcién del alcohol.

El etanol una vez ingerido, se absorbe inmediatamente a través de los epitelios
mucosos Yy en los alvéolos pulmonares como vapor; sin embargo, la cantidad
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

difusion simple por el epitelio del estdmago e intestinos, como ocurre con el agua.

En el estbmago, es absorbido en pequefas cantidades hacia el torrente
sanguineo, a través de la mucosa gastrica (aproximadamente 20% al 30%),
mientras que la cantidad mas grande es canalizada, por el mismo vaciamiento
gastrico, hacia el intestino delgado (Fig. 5) (Batt, 1989; Cooke y Birchall, 1969;
Smith et al, 1992). Es en el intestino delgado (principalmente duodeno y yeyuno),
en donde se lleva a cabo la principal absorcion del etanol, hacia la vena porta y
directamente al higado para ser metabolizado (Fig. 6) (Watson, 1989). Su

oxidacion se realiza, principalmente, en este o6rgano, que contiene la mayor


http://flightphysical.com/pilot/alcohol.htm

cantidad de enzimas que lo oxidan. Durante su metabolismo, 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

Esé6fago

Estomago
Duodeno

. Pancreas
Intestino Grueso

Intestino Delgado

Fig 5. Organos involucrados en la absorcion y oxidacion del etanol, cuando el alcohol
es administrado por via orogastrica (modificado de Riveros-Rosas et al, 1997).

Una vez que el etanol esta en sangre, se distribuye sobre todos los liquidos
corporales, atravesando libremente las membranas bioldgicas (Watson, 1989), por
tal motivo, en la mujer, que tiene una menor proporcion de fluidos corporales que
el hombre (53% contra 61.8%), alcanza nivel mas alto de etanol en sangre,

habiendo ingerido ambos dosis equivalentes de etanol (Batt, 1989; Watson, 1989).

La velocidad 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 sélido
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 gastrico (Roine et al, 1991). Si bien estos
factores son determinantes para establecer la velocidad de absorcion, hay muchos
mas factores que pueden modificar la velocidad de absorcidén, como son: el flujo
sanguineo en el sitio de absorcidon, las propiedades irritantes del etanol, la
velocidad de ingestion, el tipo de bebida, la deficiencia proteica, la temperatura

corporal, el ejercicio fisico y el ciclo mestrual (Agarwal y Goedde, 1989).

Efectos toxicos

en 6rganos
Circulacion
Ingerido periférica Metabolitos
extrahepaticos
Arteria hepatica
Vena porta Menos del 10 % es
eliminado en:
(90 %) .
®  QOrina
o
Metabolismo en mucosa sudor
®  aire respirado
No absorbido Metabolismo en Eliminacién
la luz intestinal biliar

Heces

Fig 6. Metabolismo hepatico y extrahepatico del etanol (Zentella de Pifia et al, 1993).

Metabolismo del Alcohol.

El higado es el principal 6rgano responsable de la oxidacion y eliminaciéon del
alcohol ingerido, asi como de la mayoria de los farmacos y compuestos
xenobidticos (Riveros-Rosas et al, 1997). La importancia del higado en el
metabolismo del etanol se debe a que contiene tres sistemas metabdlicos,
capaces de oxidar al etanol (Riveros-Rosas et al, 1997).



El primer sistema esta constituido por una serie de enzimas especializadas,
denominadas alcohol deshidrogenasas (ADHS), las cuales se localizan en el
citosol de los diferentes tejidos que conforman nuestro cuerpo, principalmente el
hepatico. Estas enzimas oxidan el etanol a acetaldehido, acoplando esta oxidacion
a la reduccion de un dinucleétido de nicotina y adenina (NAD") (Petersen et al,
1983). En cuanto a la oxidacion del acetaldehido, la enzima es la aldehido
deshidrogenasa (ALDH) y genera acetato, los ultimos productos del metabolismo

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

Por otra parte, un 10% o menos de ese etanol puede ser metabolizado por rutas
alternativas, como por ejemplo: un sistema oxidante localizado en los peroxisomas
de las células hepaticas, en donde la oxidacion de una molécula de etanol a
acetaldehido esta acoplada a la descomposicién simultanea de una molécula de
peroxido de hidrogeno, en una reaccion catalizada por la enzima catalasa. Un
tercer y ultimo sistema se denomina sistema microsomal oxidante del etanol
(MEQOS), el cual se localiza en el interior de los microsomas y requiere la
participacion de citocromos P-450, los cuales acoplan la oxidacion del etanol, y de
un dinucleétido de nicotinadenina fosfato (NADP™), a la reduccién de una molécula

de oxigeno para formar H,O, (Lieber, 1977; Zimatkin y Deitrich, 1997).

Estos tres sistemas trabajan de manera simultanea en presencia de etanol,
aunque con diferentes actividades y afinidades (Figura 7). EIl MEOS y la catalasa
tienen valores para la constante de Michaelis (Km) mayores que la ADH, por eso
sélo llegan a ejercer una accién significativa con alta concentracion de etanol,
cuando la ADH esta inhibida o, en el caso del MEOS, cuando el consumo de
etanol es cronico (Zimatkin y Deitrich, 1997). Es importante considerar que la
oxidaciéon del etanol a través del MEOS implica la formacion de RL (Winston y
Cederbaum, 19832®).



Existe, ademas de los tres sistemas enzimaticos antes descritos para la oxidacion
del etanol, un mecanismo de oxidaciédn no enzimatico que, probablemente, es
funcional in vivo, y que depende de la participacion de quelatos de fierro en

presencia de radicales hidroxilo (Koop, 1989).

Por ultimo, existe una via metabdlica no oxidativa (Lange et al, 1981; Koop, 1989),
en donde el etanol forma ésteres etilicos de acil grasos, a través de una sintetasa
de ésteres de acil graso. Sin embargo, es probable que su contribuciéon al

metabolismo total del etanol no sea significativa (Koop, 1989).

Fig 7. Principales vias metabdlicas relacionadas con el metabolismo del etanol y acetaldehido
(tomado de Riveros-Rosas et al, 1997).



El sistema de las alcohol deshidrogenasas (ADH’s).

Este sistema en mamiferos, esta constituido por la familia de las alcohol
deshidrogenasa de “cadena media y larga”, que esta dividida a su vez en 6 clases
distintas, las cuales estan codificadas por al menos 7 genes distintos (Danielsson
et al, 1994: Arnon et al, 1995; Riveros-Rosas et al, 2003). Estas enzimas, estan
ampliamente distribuidas en los diferentes tejidos de nuestro cuerpo (Tabla 2)
(Boleda et al, 1989), y todas se caracterizan por ser moléculas diméricas con
subunidades, de ~40kDa; cada subunidad se caracteriza por contener 2 atomos
de Zn unidos por cisteinas, los cuales ayudan a estabilizar la estructura de la
enzima (Jelokova et al, 1994), ademas de que uno de ellos forma parte del sitio
activo (Eklund et al, 1976-1981; Arnon et al, 1995). La Tabla 3 muestra las
diferentes clases de ADH hasta ahora descritas, asi como los distintos genes y

subunidades que comprenden.

Tabla 2. Actividad de Alcohol Deshidrogenasa en varios 6rganos de rata con [33mM] de etanol
y [4mM] NAD" como sustratos, pH 7.5

Actividad Actividad
Organo mU/g de Total Organo mU/g de Total
tejido (mU/érgano) tejido (mU/érgano)

Ojos 5.87+0.7 1.5+0.2 Higado 260.0+50  3500.0 + 640
Mucosa del oido 89+13 20+03 Glandula Suprarrenal  4.0:0.5 0.8+0.3
Mucosa nasal 15.3+2.6 1302 Rifdn 16.0+7.0 26.0 +13
Traquea 5307 1.2+0.1 Vejiga urinaria 10.0 £2 1.8+0.5
Pulmones 8.1+14 13.5+2 Testiculos 26.2+9.0 60.0 20
Mucosa bucal 3.8+0.8 0.3+0.1 Pene 10.5+ 4.1 40.0 £ 16
Lengua 54+0.5 40+0.3 Epididimo 17.5+8.09 4.44 £1.16
Esofago 16.1+3.2 3707 Ovarios 7050 09107
Estémago 11.8£1.7 19.6£3 Utero 17.4+72 96+4
Intestino delgado 19.3+43 58.0 + 14 Vagina 12.5+4.6 3.0 +1
Colon 135+1.3 30.0+3 Piel 28+ 0.3 88.0 15
Recto 37.3+7.0 285+6

Datos reportados por Boleda et al, 1989.




Tabla 3. Polimorfismos de las deshidrogenasas alcohélicas (ADH) en mamiferos.

Clase Locus Genético Alelos Subunidades Distribucién
| ADH -1 ADH1 oy Higado
| ADH -2 ADH2*1 B4 Higado
I ADH2*2 B2 Y
I ADH2*3 B3 pulmén
I ADH -3 ADH3*1 Y1 Higado y
| ADH -3 ADH3*2 Y2 estomago
Higado, cérnea,
| ADH -4 ADH4 II
rinén y pulmon
] ADH -5 ADH5 X Todos los tejidos
Higado,
v ADH -7 ADHoc c estomago,
cornea, piel
\'} ADH -6 ADH6 ? Higado, estomago
Higado
Vi ? ? ?
(roedores)

Modificado de Arnon et al, (1995).

Las ADH’s catalizan la oxidacion de etanol a acetaldehido y la reduccion
simultanea de NAD" a NADH. Estas enzimas estan localizadas mayoritariamente
en el citosol (Von Wartburg et al, 1983), y funcionan a su capacidad maxima con
cantidades relativamente pequenas 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. De hecho, durante la intoxicacion
alcohdlica, la oxidacion del etanol por las ADH’s provoca la acumulacion del
NADH a expensas del NAD". El cambio en la relacion NAD*/NADH, tiene diversas

consecuencias metabdlicas, por ejemplo, el piruvato es reducido a lactato por el



NADH vy el lactato pasa a la sangre (Eriksson, 1977). Puesto que la concentracion
de etanol satura facilmente las ADH’s (exceptuando a la ADH de la clase lll), estas
enzimas presentan una cinética de orden cero y su velocidad de reaccion no se

incrementa por la presencia de etanol en cantidades grandes.

ADH
CH3;CH,OH + NAD" < — CH;CHO + NADH" + H*

»

Por otra parte, diversos estudios han demostrado que la actividad de las ADH's
hepaticas humanas 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), y que se deben al amplio numero de formas moleculares observadas
en esta enzima. Se puede decir que las ADHSs, en funcion de sus caracteristicas
electroforéticas y cataliticas, son una mezcla de un amplio numero de isoenzimas
(Smith et al, 1973; Jornvall et al, 1987). Teniendo en cuenta que el sistema de las
ADHs es multigénico, es decir, un sistema alélico multiple (Jornvall et al, 1991) en
seres humanos constituye una familia compleja, por lo que a partir de sus rasgos
estructurales y cinéticos, y por la composicidbn de sus isoenzimas puede ser
dividida en 7 genes distribuidas en V clases y una clase mas en roedores (Yin,
1994).

Sistema microsomal oxidante de etanol (MEOS).

Este sistema fue estudiado por primera vez por Lieber a finales de la década de
los 60’s (Lieber y DeCarli, 1968; Rubin y Lieber, 1968), a partir de un reporte inicial
de Orme-Johnson y Ziegler (1965), en donde describieron incrementos paralelos

en la capacidad para metabolizar farmacos y etanol, con la actividad total del



citocromo P-450 en reticulo endoplasmatico liso de células hepaticas. A partir de
estos trabajos rapidamente se demostro la existencia de una nueva via de
oxidacion del etanol dependiente de citocromos P-450 (Riveros-Rosas et al, 1997).
Hasta hace algunos afos se reportd la presencia del MEOS en microsomas de
células de diferentes tejidos (Gonzalez, 1992), y se conoce que involucra la
participacion de varias enzimas de la ahora superfamilia de citocromos P-450, las
cuales catalizan la oxidacién del etanol a acetaldehido, acoplando esta reaccion a
la oxidacion de una molécula de NADPH vy la reduccion de una molécula de

oxigeno para formar peroxido de hidrégeno (Teschke and Gellert, 1986).

MEOS
CYP2E1

CH;CH,0H + NADPH + O, «—— CH;CHO + NADP" + H,0, + H'

El H,O, formado durante la actividad del sistema MEQOS, estimula también la
oxidacion no enzimatica del etanol, a través de la formacién de radicales hidroxilo
en presencia de quelatos férricos, por lo que durante mucho tiempo se consideré
que el sistema MEOS poseia dos mecanismos de reaccion: uno dependiente y

otro independiente de la formacion de radicales hidroxilo.

Existen diferentes tipos de citocromos P-450 capaces de catalizar la oxidacion del
etanol, aunque el mas eficiente es el citocromo P-450 2E1 (Koop y Casazza, 1985;
Koop, 1989), también llamado CYP2E1. El citocromo 2E1 es el constituyente
basico del sistema MEOS (Lasker et al, 1987; Lieber, 1994), que posee actividad
para oxidar, ademas del etanol, otros alcoholes como el butanol o pentanol
(Morgan et al, 1982), ademas de otros compuestos xenobidticos como la anilina,
acetaminofen, CCl,, acetona, benceno, fenol y N-nitrosodimetilamina, entre otros

(Morgan et al, 1982-1983; Ingelman-Sundberg y Johansson, 1984; Koop y



Casazza, 1985; Yang et al, 1985). Este sistema posee una baja afinidad por el
etanol, con una Km de 8-10mM (Lieber, 1994), por lo que se considera que en
individuos no alcohdlicos, su participacion es importante solo a alta concentracion

de sustrato (Riveros-Rosas et al, 1997).

La actividad del CYP2E1 aumenta por la exposicion prolongada al etanol, lo que
conlleva a un aumento paralelo en el metabolismo de diferentes drogas, asi como
al aumento en la produccion de metabolitos téxicos derivados de xenobidticos
(Riveros-Rosas et al, 1997).

La catalasa.

La catalasa que se encuentra en los peroxisomas de las células hepaticas, puede
participar en el proceso de oxidacion del etanol, al utilizar al etanol como donador
de electrones durante la descomposicién del H,O, (Berkaloff et al, 1988). No
obstante, existen pruebas que indican que el nivel de H,O, presente in vitro puede
ser menor de lo existente in vivo, lo que puede estar reduciendo la importancia

aparente de ésta via metabdlica mediada por la catalasa (Escarabajal, 2000).

Sin embargo, la principal limitante en la actividad de esta enzima es la presencia
de peroxidos, por lo que su participacidn en la oxidacion etilica es muy reducida
(Lieber, 1994).

CATALASA
CH;CH,0OH + H,0, » CH;CHO + 2H,0




Oxidacion 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 fierro (Fe2+)

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 (HO') y radicales

hidroxilo (-OH) via la reaccidén de Fenton que también puede se iniciada por iones
ferricos (Fe*") (Zentella de Pifia y Saldaiia, 1996).

Se ha demostrado in vitro que la oxidacion del etanol en microsomas se estimula,
significativamente, en presencia de algunos quelatos de fierro, como por ejemplo
Fe*-EDTA, sin la participacion directa de citocromos P-450 (Cederbaum y Dicker,

1983; Ingelman-Sundberg y johansson, 1984; Koop, 1989; Dicker y Cederbaum,
1990). Esta oxidaciéon no enzimatica, depende de la formacioén de radicales HO™ a

partir del H,O,, en donde a través de una reaccidén espontanea entre el radical
hidroxilo y el etanol, se forma agua y un radical alcohoxilo, y el cual a su vez,
reacciona rapidamente con el oxigeno para formar, finalmente, acetaldehido y un

ion superdxido protonado (HO2”) (Ingelman-Sundberg y Johansson, 1984).

Es importante tener presente que el etanol por si solo, es un excelente atrapador

de HO' (Cederbaum, 1987), por lo que esta serie de reacciones esta limitada solo
por la disponibilidad de HO’, que a su vez depende de la presencia de quelatos de

Fe y un sistema reductor de estos, susceptibles de catalizar la formacién de HO" a
partir de H»O,; o bien de la disponibilidad del peréxido de hidrogeno mismo,

necesario para la formacion del HO® (Figura 8).



Fig 8. Mecanismo de oxidacion no enzimatico del etanol (Riveros-Rosas et al, 1997).

Sistema de las aldehido deshidrogenasas.

Como se expuso con anterioridad el etanol, después de su ingestidn, 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
acetaldehido mediante la accién de la ADH. Posteriormente, un sistema
constituido por una serie de enzimas, denominadas como aldehido
deshidrogenasas (ALDH's), se encargan de oxidar mas del 90% del acetaldehido
formado durante la oxidacion del etanol, transformandolo en acetato, en una

reaccion acoplada a la reduccion de una molécula de NAD" (Weiner, 1979).

Debido a sus efectos agudos y crénicos en humanos, el acetaldehido ha recibido
una atencién considerable. La ALDH cataliza la oxidaciéon de acetaldehido en el
higado y en otros 6rganos, ya que al contrario de la ADH, que esta localizada
principalmente en el higado, las ALDHs se localizan practicamente en cualquier
organo del cuerpo (Escarabajal, 2000). También, a diferencia de la ADH, que se
encuentra casi exclusivamente en el citosol, la ALDH se encuentra en los

microsomas, en la mitocondria, asi como en el citosol (Deitrich et al, 1976). La



reaccion catalizada por la ALDH es esencialmente irreversible en direccion de la
formacion de acetato por la elevada eficiencia catalitica de la ALDH y el alto grado
de reoxidacién de NADH + H" a NAD" en la mitocondria, permite el metabolismo

del etanol en una proporcion importante en el higado (Escarabajal. 2000).
Otros sistemas oxidantes.

La aldehido oxidasa (AO) es una enzima poco estudiada, la cual cataliza la
oxidacion del acetaldehido hacia acetato en una reaccion dependiente de oxigeno
y que genera HyO,. El Sistema Microsomal de Oxidacion del Acetaldehido
(MAQOS), requiere la participacion de un citocromo P-450 para llevar a cabo la
oxidacion del acetaldehido hacia acetato, en una reaccion acoplada a la oxidacién
de un fosfato dinucleétido de adenina nicotinamida reducida (NADPH + H') y la
reduccion de una molécula de oxigeno para formar H,O2, en una reaccion analoga

a la realizada por el MEOS sobre el etanol (Riveros-Rosas et al, 1997).
LOS RADICALES LIBRES.

El metabolismo del etanol genera gran cantidad de RL que se definen como
moléculas o atomos, que contienen uno o mas electrones desapareados en su
orbital mas externo (Zentella de Pifia et al, 1994°); tienen una vida media
extraordinariamente corta, del orden de milisegundos, debido a su gran
reactividad, por lo que no viajan muy lejos de los sitios en donde se forman; son
generados por el metabolismo normal y existen en concentraciones muy bajas, de
1x10™* a 1x10™° M (Zentella de Pifia y Saldafa, 1996).

Estas moléculas o atomos, tremendamente reactivos se encuentran implicados en
el inicio y desarrollo de numerosas enfermedades (Gutteridge, 1994). Tras la
evidencia del papel patolégico de RL, se han abierto numerosas lineas de
investigacion con el fin de modular sus efectos deletéreos. En el medio bioldgico,
los RL mas frecuentes son compuestos oxigenados, y se les llaman ERO. La vida,



al desarrollarse en presencia de oxigeno, ha convivido con estas ERO que han
resultado ser las responsables del dano oxidativo a macromoléculas bioldgicas,
como el DNA, lipidos, glucidos y proteinas (Halliwell, 1996). Una gran diversidad
de patologias se han visto relacionadas por la presencia de estas ERO, incluso en
procesos fisiolégicos como el envejecimiento (Bondy, 1992), o el ejercicio fisico
(Sastre et al, 1992). De cualquier forma, en muchas de estas patologias y
procesos fisiologicos se desconoce todavia si son causa o consecuencia. En
general, cualquier dafio a un tejido puede causar ruptura celular y liberacién del
contenido intracelular en el area que rodea la zona lesionada. Esto incluye a los
metales de transicidn, capaces de generar pequefas cantidades de RL que, al
superar la capacidad de eliminacion, pueden agravar un proceso patolégico (Del
Maestro et al, 1980).

Ademas de las especies reactivas de oxigeno, existen también RL nitrogenados o
ERN cuya importancia, aunque en principio menor que la de las ERO, ha crecido

considerablemente en la actualidad.
Clases de radicales libres.

Existen muchas clases de radicales libres, tanto dentro de las ERO como de las
ERN. Entre los mas importantes podemos destacar los siguientes: el i6n
superoxido (O27), poco reactivo pero potencialmente toxico por los intermediarios
que puede producir; el peréxido de hidrogeno (H202) que, sin ser un radical libre,

puede atravesar las membranas causando dafio oxidativo lejano al sitio de origen;

el redical hidroxilo (HO’) es muy reactivo y con una vida media extremadamente
corta; el radical peroxilo (ROO’) que surge de la peroxidacion lipidica y el 6xido

nitrico (NO’) que tiene muchas funciones fisioldgicas, pero que reaccionando con

el Oz puede formar peroxinitrito (ONOQO’) que es muy toxico (Gutteridge, 1994;
Halliwell, 1996; Bondy, 1992).



Génesis de las especies reactivas del oxigeno.

Las ERO pueden producirse tanto de forma enddégena como proceder de fuentes
exdégenas (Freeman y Crapo, 1982; Baeuerle y Henkel, 1994). Todos los radicales
libres descritos anteriormente corresponden a especies de formacion enddgena,
pero el organismo también esta expuesto a radicales libres que no son producidos
por €l mismo. En la dieta son ingeridos muchos compuestos de naturaleza
prooxidante, ademas son fuente de radicales libres el humo del tabaco, la polucién
ambiental, el ozono, etc. (Ames, 1983; Pryor et al, 1995; Rock et al, 1996). En
cambio, algunas especies reactivas de oxigeno surgen como “accidentes
quimicos”, es decir, reacciones secundarias no deseadas entre las biomoléculas o
en la detoxificacion de xenobioticos, otras especies activadas de oxigeno sin
embargo se generan in vivo con un fin determinado, como en el caso de los

fagocitos activados, que producen O2"y H202 (Halliwell, 1991).
Fuentes endégenas de los radicales libres.
La cadena mitocondrial de transporte de electrones.

La cadena de transporte de electrones no funciona de manera perfecta y es una
de las principales fuentes de radicales libres en la célula. De hecho, se calcula que
entre el 2 y el 5% de los electrones transportados por la cadena de transporte de
electrones mitocondrial, en estado IV o condiciones de reposo (cuando todo el
ADP esta en forma de ATP), no llegan al complejo IV y producen reducciones
parciales del oxigeno (Cadenas et al, 1977; Frei, 1994). Para que la reduccion del
oxigeno sea completa su reduccién requiere la transferencia sucesiva de 4
electrones al orbital antienlazante. Para ello, el citocromo a3 del complejo IV de la
cadena respiratoria debe mantener estrechamente unidas, a su centro activo,
todas las especies parcialmente reducidas del oxigeno hasta la formacion de dos
moléculas de H20 (Benzi y Moretti, 1995). Por el contrario, otros elementos de la

cadena de transporte electrénico mitocondrial tienen la capacidad de transferir un



electron directamente al O2, pero no son capaces de retener el i6on superdxido
formado (Benzi y Moretti, 1995).

La especie radical asi formada es el Oz2", cuya produccion es del orden de 1010
moléculas de Oy por célula y por dia (Ames et al, 1993) que realiza un dafo in
situ, pero también puede dismutarse formando H20,. El H20, si es capaz de
atravesar las membranas y salir al citoplasma, donde puede reaccionar con otras

especies formando diversos tipos de RL (Boveris et al, 1972).
La Reaccion de Fenton-Haber-Weiss (genera radiclaes libres).

Se descubrié a finales del siglo XIX, que se podian oxidar moléculas organicas por
mezclas de H20, (una molécula relativamente estable en ausencia de
catalizadores que promuevan su descomposicién) y de Fe?* (reactivo de Fenton)
(Fenton, 1894). Fueron Haber y Weiss quienes dieron una primera explicacion del
mecanismo de reaccion: el Fe?* reduce al H202, que a su vez se descompone en

el radical hidroxilo y el ion hidroxilo (Haber y Weiss, 1932).

Asi, se describidé la reaccion de reduccién del H202 por iones de metales de
transicion, sobre todo el ion ferroso (Fe®*) y, en menor medida, el cuproso (Cu*) y
otros iones, que hoy es denominada reaccion de Fenton-Haber-Weiss, la cual se

representa en general de la siguiente manera:

ROOH + Fe % RO + HO + Fe **

v

El hierro parece ser el metal mas importante que actua en los sistemas biologicos
a pesar que se puede realizar la reaccién con otros metales diferentes. El Fe?* con
facilidad se oxida a Fe®*, que es quimicamente mas estable y muy insoluble. Por

ello, el hierro libre que pueda haber en los sistemas bioldgicos estara en muy



pequefias cantidades y en forma férrica (Halliwell y Gutteridge, 1986). El ion férrico

puede, ser reducido por el ascorbato (Rawley y Halliwell, 1983).
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No obstante, no se ha podido explicar claramente la reducciéon del H202 catalizada
por metales en células de mamifero ya que hay un gran numero de proteinas de
unién a metales (ferritina, transferrina, ceruloplasmina, etc.) que actuan como
reserva de iones metalicos e impiden que estos iones participen en reacciones

redox (Halliwell y Auroma, 1991; Rouault y Klausner, 1996).

Las NADPH oxidasas.

La NADPH oxidasa, es una enzima que cataliza la produccion de O,™ a partir de

oxigeno y NADPH, de acuerdo con la siguiente reacciéon (Ago et al, 1999):

NOX
NADPH + 20,

v

NADP* + H + 20,

Esta enzima, que genera grandes cantidades de O,", se encuentra en la
membrana citoplasmatica de los fagocitos (neutréfilos, eosindfilos, monocitos y
macrofagos) en ciertas etapas de su desarrollo (Babior, 1978; Batot et al, 1995;
Segal et al, 1981). Las NADPH oxidasas forman una familia de enzimas conocidas
como “NOX”, que es el nombre mas generalizado (Lara-Ortiz et al, 2003; Arbiser

et al, 2002; Cheng et al, 2001), también se les encuentra en el endotelio, el rindn y



el bazo, en donde producen pequefias cantidades de O,", aparentemente con
fines de senalizacion. La funcion principal de la NADPH oxidasa en los fagocitos,
es la de generar ERO que se encargan de matar organismos que estan en
contacto con los fagocitos. Estos organismos pueden ser ingeridos, en el caso de
neutréfilos, monocitos y macréfagos, en el caso de eosindfilos que matan
metazoos, tales como gusanos (Coffman et al, 1989). Los agentes oxidantes
generados por la NOX incluyen H,O,, que se produce por la dismutacion del O2~
(Babior, 1999-2004)

202 “+ 2HY > 02 + H202

En los ultimos afos, seis homologos de la NOX se han encontrado: NOX1, NOX3,
NOX4, NOX5, DUOX1, y DUOX2. Junto con la del fagocito NOX2/gp91phox, los
homdlogos se han denominado la familia NOX de NADPH oxidasas. Estas
enzimas comparten la capacidad de transporte de electrones a través de la
membrana plasmatica y la generacion de O2". Los mecanismos de activacion, asi
como de distribucion en los tejidos de los diferentes miembros de la familia son

marcadamente diferentes (Bedard y Krause, 2007).

Las funciones fisiolédgicas de la familia NOX son entre otras: defensa,
procesamiento postraduccional de proteinas, sefializacién celular, regulacion de la

expresion génica y diferenciacion celular (Bedard y Krause, 2007).

La Xantina 6xidoreductasa (XOR).

La XOR es una enzima descrita originalmente como una aldehido oxidasa en 1902
(Schardinger, 1902). Actualmente se sabe que existen dos formas de la enzima, la
xantina deshidrogenasa y la xantina oxidasa, que se forma por modificaciones

postransduccionales a partir de la forma deshidrogenasa. Ambas formas



enzimaticas catalizan la hidroxilacion de una amplia gama de sustratos como

purinas, pirimidinas, pterinas y aldehidos (Hille y Nishino, 1995; Hille, 1996).

Existe otras fuentes de radicales libres que constituyen los sistemas de transporte
electrénico asociado a las membranas citoplasmatica, mitocondrial y del reticulo
endoplasmico. Estos sistemas de membrana contienen los citocromos P-450 y b5
(figura 9), que pueden oxidar acidos grasos insaturados (Capdevila et al, 1981) y
xenobidticos (Aust et al, 1993). Bajo la denominacién de citocromos P-450 se
engloba un numero muy elevado de proteinas con grupos hemo ampliamente
distribuidas entre los seres vivos. Son monooxigenasas que actuan activando el
oxigeno molecular a especies electrofilicas de oxigeno (radicales o bien
generadoras a su vez de radicales) que pueden ser liberadas en la célula (Dolphin,
1988; Foster y Estabrook, 1993).

Los microsomas y peroxisomas (figura 9), son una fuente importante de peroxido
de hidrégeno. Poseen una concentracidn elevada de oxidasas, como la D-
aminoacido oxidasa y la acil-CoA oxidasa para la degradacion de acidos grasos y
amino acidos, que producen H20, (Boveris et al, 1972). La catalasa peroxisomal
metaboliza la mayor parte del H20, formado en los peroxisomas (Freeman y
Crapo, 1982; Frei, 1994). Por otro lado, el citocromo P-450 tiene un papel

importante en los microsomas en la detoxificacion de xenobiéticos (Philpot, 1991).

Existen en la célula una gran variedad de componentes solubles capaces de
producir reacciones de oxidacién-reduccién, tales como los tioles, hidroquinonas,
catecolaminas, flavinas y tetrahidropterinas. En todos estos casos, el radical
superoxido es el radical primario formado en la reduccién del oxigeno por estas
moléculas. Asimismo, también se produce H20, como producto secundario a partir

de la dismutacion del radical Oz, o bien catalizado enzimaticamente por la SOD.

Algunas enzimas como la oOxido nitrico sintasa, la aldehido oxidasa, la

dihidroorotato deshidrogenasa, la flavinprotein deshidrogenasa y la triptéfano



dioxigenasa, también generan RL durante su ciclo catalitico (Aleman y Handler,
1967). Asimismo, existen enzimas unidas a la membrana plasmatica, tales como
la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa, que producen radicales libres en el
metabolismo de su sustrato, el acido araquidonico, para dar potentes productos

bioldgicos: prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos (White y Heckler, 1990).

Fig 9. Distribucion de los sistemas oxidantes en la célula (Modificado de Machlin y Bendich, 1987).

Fuentes exdégenas de radicales libres.

La produccion de ERO puede ser debida a la accidbn de radiaciones
electromagnéticas (rayos x y y), o a radiaciones de particulas (electrones,
protones, neutrones, deuterones y particulas a y B), solventes, hidrocarburos,
aromaticos, contaminantes ambientales, tabaquismo, pesticidas (von Sonntag,
1994). También existen antineoplasicos como la adriamicina, bleomicina,
daunorrubicina, anestésicos y algunos antibiéticos que producen ERO (Doroshow
y Davies, 1983). Algunos de los efectos de estas drogas se han atribuido a su

capacidad para reducir el oxigeno a Oz2", H20, y HO".



Los factores ambientales tales como contaminantes aéreos fotoquimicos, la
hiperoxia, los pesticidas, el humo del tabaco, los solventes, los anestésicos y los
hidrocarburos aromaticos pueden ser otras fuentes de ERO. Estos agentes o bien
poseen RL, como el humo del tabaco, o bien se convierten en radicales por el

metabolismo celular y los procesos de desintoxicacion (Trush et al, 1982).

Como hemos visto, la produccion de cierta cantidad de RL es normal e inevitable
(Slater, 1984). Estas especies tan reactivas serian capaces de causar un dafio
oxidativo si no fuese porque existe una cantidad de mecanismos antioxidantes que

evitan dicho dano.
Anti-inflamatorios no esteroideos.

Los agentes anti-inflamatorios no esteroideos (AINE’s) constituyen el grupo de
farmacos mas empleados en la terapéutica médica. Sin embargo, en los ultimos
afios se han descrito numerosos efectos bioldgicos, adicionales a la clasica
inhibicion de la ciclooxigenasa (COX), que sintetiza prostaglandinas y los

tromboxanos (Vane, 1971).

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 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 formacién de leucotrienos
(Brogden et al, 1984).



Los efectos de los AINE’s resultan también de sus propiedades fisicoquimicas que
probablemente impiden la interaccion proteina-proteina en muchos tipos de
membranas biologicas, 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).

También se ha reportado que los AINE’s como el acido acetilsalicilico, naproxen,
nimesulide y piroxicam pueden disminuir el estimulo de la epinefrina o dibutiril-
AMP¢ sobre la liberacion de glicerol, en adipocitos aislados de rata; el mecanismo
reportado es a través de la inhibicion en la actividad de la PKA dependiente de
AMP¢, disminuyendo la fosforilacion de la lipasa sensible a hormonas (HSL) y
evitando que se transloque del citosol a la gota de grasa para llevar a cabo la
lipdlisis (Zentella de Pifa et al, 2007).

Se piensa que los AINE’s pueden también actuar como secuestradores de RL
(Zentella de Pifa, 1994). Los compuestos quimicos precursores del acido acetil
salicilico, ademas de interferir en la sintesis de prostaglandinas, han resultado ser
atrapadores de ERO. Un ejemplo de esto es el acido benzoico, relacionado
estructuralmente con el salicilato, que es un derivado descarboxilado e hidroxilado
por el radical HO" (Sagone et al, 1987). Se ha demostrado que en animales
integros el contenido de GT, cuando hay una administracion aguda de etanol,

disminuye, pero al aplicar piroxicam se revierte la disminucion de GSH hepatico
(Zentella de Pifa et al, 1994?).

ASPIRINA.

El acido acetilsalicilico o comercialmente conocido como aspirina es un AINE de la
familia de los salicilatos, usado frecuentemente como antiinflamatorio, analgésico
para el alivio del dolor leve y moderado, antipirético para reducir la fiebre y
antiagregante plaquetario indicado para personas con alto riesgo de coagulacién

sanguinea (Lewis et al, 1983).
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Acido acetilsalicilico 6 Acido 2-(acetiloxi)-benzoico.

En 1971 Vane y colaboradores demostraron que concentraciones bajas de
aspirina inhibian la produccion enzimatica de prostaglandinas, ademas de esta
accién puede ser analgésico y antipirético, es el agente de este tipo mas prescrito

y un estandar en comparacion con otros anti-inflamatorios y analgeésicos.

La aspirina ingerida se absorbe principalmente como tal, se hidroliza parcialmente
a acido salicilico durante el primer paso a través del higado, también es
hidrolizada a acido acético y salicilato por esterasas a nivel de los tejidos y la
sangre. La aspirina puede detectarse en el plasma solamente por corto tiempo
debido a la hidrélisis plasmatica, hepatica y eritrocitaria; por ejemplo, 30 minutos
después de una dosis de 0.6g 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 (Zentella de Pina, 2002).
PIROXICAM.

El piroxicam es un AINE utilizado para aliviar sintomas de la artritis reumatoide y la
osteoartritis, la dismenorrea primaria, dolor postoperatorio, y actia como

analgésico.
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Piroxicam 6 (8E)-8-[hidroxi-(piridin-2-ilamino)metilidene]-9-metil-10,10-dioxo-10A°-tia-9-

azabiciclo[4.4.0]deca-1,3,5-trien-7-ona

Se ha demostrado que bloquea la sintesis de prostaglandinas por inhibicion de la
COX; inhibe la migracion 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 media plasmatica es de alrededor de 50 horas y las
concentraciones plasmaticas se mantienen con una administracion unica al dia;
con dosis de 10mg y 20mg alcanza el maximo de 3 a 5 horas después de la
administracién. Por via intra-muscular, 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 de Pifia, 2002).



ANTECEDENTES.

Existen datos experimentales que indican que los mecanismos de dafio 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 (Badawy, 1978; Bondy, 1992; Zentella de
Pifia, 1994°; Gutteridge, 1994; Halliwell, 1996). Esta bien documentado que una
intoxicaciéon aguda con etanol 4-6g/kg causa un estado de estrés oxidativo en
higado (Mallov y Bloch, 1956; Kalant et al, 1975; Zentella de Piha 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 agudo o cronico de bebidas alcohdlicas (Di
Luzio, 1966).

El consumo agudo y crénico de alcohol aumenta la produccion de ERO y potencia
la peroxidacioén de los lipidos, las proteinas y ADN (Conde de la Rosa et al, 2008).
Diversos mecanismos participan en el proceso por el que se induce estrés
oxidativo, como los cambios de estado redox, la produccion de acetaldehido, el
dafo mitocondrial, la lesidon en la membrana, la apoptosis, la hipoxia inducida por
etanol, los efectos sobre el sistema inmune y la produccion alterada de citoquinas,
el aumento de los niveles de endotoxina y la activacion de las células de Kupffer
(Nieminen, 2003), la movilizacién del hierro, la modulaciéon de la defensa
antioxidante, especialmente del GSH mitocondrial, la oxidacion monoelectronica
del etanol al radical 1-hidroxietilo y la induccién de la CYP2E1 (Lu y Cederbaum,
2006).

Las evidencias experimentales han permitido responsabilizar a los RL generados
durante una intoxicacién aguda, como iniciadores de la degradacion peroxidativa
de los acidos grasos insaturados estructurales de las membranas celulares.
Algunos autores, han planteado el empleo de sustancias atrapadoras de RL o bien

de sustancias capaces de aumentar las defensas antioxidantes de las células,



para asi contrarrestar el dafo producido por RL (Zentella de Pifa, 1994). Tanto el
glutation reducido como el oxidado se encuentran involucrados en el mecanismo
de proteccion, contra los efectos de la oxidacion metabdlica del etanol, y como
consecuencia un mayor consumo de GSH en higado (Videla et al, 1980). El
Glutatién total 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 de Pifa et al, 1995).

En estudios con animales integros han mostrado que los AINE’s: aspirina,
naproxen, nimesulide, dipirona y piroxicam, pueden prevenir la lipoperoxidaciéon
hepatica y, por lo tanto, el estrés oxidativo promovido por la intoxicacion aguda de
etanol (Zentella de Pina et al, 1993?%). Asimismo, ratas intoxicadas en forma aguda
con etanol, incrementan el contenido de triacilgliceroles, malondialdehido y GSSG,
este ultimo a expensas de una disminucion del GSH (Zentella se Pifia et al, 1994).
Sin embargo, al administrar simultaneamente etanol y piroxicam, la oxidacion del
glutation y los efectos deletéreos antes mencionados se atenuan
considerablemente, y la concentracion de etanol en sangre también disminuye

significativamente (Zentella de Pifa et al, 1992).

El etanol administrado in vivo en una dosis 4-6g/kg, produce un decaimiento en la
poza de glutation hepatico (MacDonald et al, 1977.; Videla et al, 1980.; Videla y
Valenzuela, 1982; Zentella de Pifa et al, 1994b.; Choi et al, 2000). También Vifa y
colaboradores encontraron que si se incuban hepatocitos con etanol [20mM] el
contenido de glutatién disminuye hasta en un 40%. Sin embargo cuando incubaron
simultaneamente con pirazol (un inhibidor de la alcohol deshidrogenasa), se evit
la acumulacion del acetaldehido y en consecuencia no disminuyo el GSH (Vinha et
al, 1980). El acetaldehido proveniente del metabolismo del etanol, puede
reaccionar con el glutation en forma no enzimatica. De igual manera, al administrar
en ratas acetaldehido por via orogastrica, se induce una disminucion de los
niveles de GT en higado (Videla y Villena, 1986). Sin embargo, puesto que la

velocidad de reaccién entre el acetaldehido y el GSH es tan solo del 6% de la



velocidad en que desaparece el GSH hepatico después de la administracion de
etanol (Speisky et al, 1985), se puede concluir que el acetaldehido no es el Unico

responsable de la disminucién del GSH en higado.

Algunos trabajos reportan que en ratas intoxicadas en forma aguda con etanol, se
disminuye la sintesis de GSH, ya que se observa una inhibicién del 30%
aproximadamente en la actividad de la enzima y-glutamilcisteina sintetasa, que es
la enzima limitante en la sintesis de GSH (Lauterburg et al, 1984; Speisky et al,
1985; Gonzalez et al, 1988; Choi et al, 2000). Otro de los factores que pueden
afectar el decaimiento en los niveles de glutation es un aumento en el eflujo hacia

el torrente sanguineo (Speisky et al, 1985; Choi et al, 2000).

In vitro, el etanol produce también una disminucion de los niveles de glutation total
en hepatocitos aislados (Matuz, 2005), el cual puede ser revertido cuando los
hepatocitos se incuban simultaneamente en presencia de algunos AINE’s, como la
aspirina, el piroxicam o el meloxicam en una concentracién 1uM (Hernandez,
2006). Sin embargo, no queda claro el mecanismo a través del cual estos
farmacos pueden revertir los efectos deletéreos del etanol, y en especial, el
decaimiento del glutation. Asi, de acuerdo a los antecedentes arriba mencionados,
el etanol puede modificar la concentracion intracelular de glutation en células
hepaticas a través de tres mecanismos distintos: ) por un aumento en la
produccion de radicales libres, Il) por una disminucion en la actividad de la enzima
v-glutamilcisteina sintetasa o bien, Ill) por un aumento en la salida de glutation
desde los hepatocitos hacia el torrente sanguineo. Dado que los AINE’s podrian
ejercer su efecto a través de cualquiera de estos tres mecanismos, en este trabajo
buscamos dilucidar el mecanismo a través del cual los AINE's (en especial,
aspirina y piroxicam) evitan el decaimiento de la poza de glutation en hepatocitos

tratados con etanol.



Hipotesis.
Los anti-inflamatorios no esteroideos (AINE's) evitan parcialmente el descenso de

GSH total causado por etanol, mediante un aumento en la sintesis de glutatiéon, o

a través de una alteracioén en el eflujo del glutation.

Objetivo general
Obtener informacién para entender mejor el mecanismo a través del cual los

AINE’s (aspirina y piroxicam) evitan el decaimiento de la poza del glutation en

hepatocitos tratados con etanol.

Objetivos particulares
Determinar si la disponibilidad de sustratos oxidables y de aminoacidos influye
sobre los niveles del glutatién e investigar si el etanol y los AINE’s modifican este

efecto.

Determinar la actividad de la glutamato cisteina ligasa en presencia de etanol y/o
AINE's.

Estudiar el efecto del etanol sobre la salida del glutation hepatico y determinar si

los AINE s pueden modificarlo.



Materiales y Métodos.

Reactivos.

En este trabajo se emplearon los siguientes reactivos, todos ellos de grado
analitico: éter de etilo anhidrido (EMD Chemicals Inc.), alcohol etilico absoluto
anhidro, dextrosa anhidra, MgCl,, MgSO,, KH,PO,, KyHPO4, EDTA, acido
clohidrico (J.T.Baker), L-serina, Perhidrol 30% H20,. NaCl (MERCK), azul brillante
de Coomassi, acido ortofosforico, colagenasa Tipo IV de Clostridium hystoliticum,
pL.-metionina, L-glutamina, glicina, p_ -Buthionine-[S,R]-sulfoximina (BSO), acido
acetilsalicilico  (aspirina),  4-Hydroxy-2-methyl-3-(parid-2-yl-carbamoyl)-2H-1,2-
benzothiazine 1,1-dioxide (piroxicam), -nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
reducido (NADPH), 5, 5-dithi-bis acido 2-nitrobenzoico (DTNB), L-glutatidon
oxidado, &cido-L-glutamico, L-a-aminobutirico, adenosin-5-trifosfato (ATP),
Tris[hidroximetillJaminometano, acido-N-tris-(hidroximetil)-2-amino etano sulfénico
(TES), molibdato de sodio, citrato de sodio, NaHCO3;, KCI, acetaldehido (SIGMA
Chemical Company), acido perclorico (HCIO4) (Mallickrodt Baker), glutation
reductasa (ROCHE).

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 con acceso libre al alimento (Harlan con 18% de proteina) y consumieron

agua ad libitum.

Aislamiento de hepatocitos.

Los hepatocitos se aislaron por el método de Berry y Friend (1969), con las
modificaciones descritas por Guinzberg et al, (1987). Las ratas alimentadas y con
ayuno de 48 h fueron anestesiadas con éter de etilo anhidrido; se canalizé la vena
porta y se perfundié in situ con una solucién de Ringer-Krebs-bicarbonato sin

glucosa, a un pH de 7.4, con 0.1% de colagenasa Tipo IV, y previamente saturada



con 95% de O, y 5% de CO,. La viabilidad celular se determiné por el método de
exclusion con azul de tripan, y por la actividad de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) de acuerdo al método de Bergmeyer et al, (1965). Los
experimentos se realizaron sélo cuando la viabilidad de los hepatocitos fue

superior al 85%.

Experimentos con hepatocitos.

Se incubaron hepatocitos (2x10° células en 1 ml de Ringer-Krebs-Henseleit (RKH),
1932) provenientes de ratas alimentadas y de ratas con 48 h de ayuno. Esto se
realizdé con el fin de conocer los niveles de glutatién total en ambos grupos de
ratas a diferentes tiempos (0’, 15°, 30’, 60’) de incubacion. Posteriormente para
estimular la sintesis de glutation, en los hepatocitos provenientes de ratas con
ayuno, se incubaron en presencia de aminoacidos precursores de la sintesis del
glutation: L-glutamina [5SmM], glicina [2mM], L-serina [1mM] y metionina [0.2mM)]
(Estrela et al, 1988). Asi mismo, se incubd en ausencia/presencia de los
siguientes compuestos: glucosa [10mM], etanol [50mM], BSO (Buthionina-[S,R]-
sulfoximina) ([0.05mM], [0.1mM], [0.5mM]), aspirina [1x10°M] y piroxicam [1x10"
6M], y se tomaron muestras a diferentes tiempos (07, 157, 30", 60°) de incubacion,

para medir el contenido de glutation total.

Determinacién de Glutation total

Al finalizar el periodo de incubacion la suspensién celular se centrifugd a 90 x g
durante un minuto a 4°C, de inmediato se eliminé el sobrenadante y al precipitado
(las células), se le agregaron 100ul de HCIO4 [2M] frio. Después se centrifugo a
9,000 x g durante 5 minutos a 4°C, del sobrenadante se tomd6 una alicuota y se
determiné glutation total de acuerdo al método de Akerboom y Sies (1981). En una
cubeta de cuarzo se agregaron 0.89ml de buffer de fosfatos [0.1M] a un pH 7,
mas 0.01ml de la muestra, se agité y se agregd 0.05ml NADPH (B-nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato reducido) diluido en una solucion de bicarbonato (2
mg/0.5ml NaHCO3; al 0.5%), se agité y se agregé 0.02ml de DTNB (5, 5’-dithi-bis

acido 2-nitrobenzoico) diluido en una solucion de bicarbonato (1.5mg/ml NaHCO3



al 0.5%), se agito y se agregd 0.03ml de la enzima glutation reductasa (ROCHE)
(10ul/90ul buffer), se agitd y se leyd a 412nm en un espectrofotometro Beckman
DU640, los calculos se realizaron tomando como referencia una curva estandar de
GSSG de SIGMA.

Actividad de la glutamato cisteina ligasa.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 200-220g de peso corporal. Los
animales fueron sometidos a un periodo de pre-acondicionamiento por una
semana con disposicion de alimento y agua ad libitum. Para medir la actividad de
la glutamato cisteina ligasa se uso una modificacion del método de Sekura y
Meister (1977). Los animales fueron decapitados y desangrados e
inmediatamente se extrajo 1g de higado y se agregaron 5 ml de buffer Tris-HCI
[150mM] a pH 8.2, enseguida se homogeneizd vigorosamente y se centrifugd a
10,000 x g a 4°C durante 15 min, se recupero el sobrenadante y se ultracentrifugé
a 105,000 x g a 4°C durante 60 min nuevamente se recupero el sobrenadante y
esta fraccion citosdlica fue usada para medir la actividad de la enzima en
presencia de L-glutamato, L-a-aminobutirico (un sustrato alternativo para la
cisteina), y ATP, en presencia/ausencia de etanol, aspirina, piroxicam,

acetaldehido y H20O».

Procedimiento: En tubos de vidrio de 5ml se agregaron: 50ul de la fraccion
citosdélica con una concentracion fija de MgCl, 5mM, y concentraciones variables
de cada uno de los sustratos antes mencionados y concentraciones fijas de los
sustrato restantes, para la caracterizacion cinética de la GCL (Sekura y Meister,
1977), posteriormente los sustratos se usaron a las siguientes concentraciones
ATP-MgCl; 7.5mM, glutamato 20mM, L-a-aminobutirico 15mM, etanol 10-100mM,
aspirina 10nM-10mM, piroxicam 10nM-10mM, acetaldehido 0.001-1mM, y el H,O,
1-100uM, en un volumen final de 1ml con buffer Tris-HCI [150mM] a pH 8.2, en
seguida se incub6 a 37°C ( excepto el acetaldehido a 25°C), durante 30 min,
terminado el periodo de incubacion se tomaron 200ul y se agregd 1.6ml de la

mezcla de reaccion (2:1 molibdato de amonio 4.2% / verde de malaquita



hidrocloruro 0.045%), inmediatamente se agregaron 200ul de citrato de sodio 34%
y se incubo a temperatura ambiente durante 30 min, pasado este tiempo se leyo a

660nm en un espectrofotometro Beckman DUG40.

La actividad fue calculada determinando la cantidad de fosfato liberado de acuerdo
al método de Lanzetta et al, (1979), tomando en cuenta que para que se forme el
dipéptido y-glutamilcisteina se requiere la energia liberada de la hidrdlisis de una
molécula de ATP y, como resultado, de esta se libera fosfato en una

estequiometria de 1:1 con el dipéptido y-glutamilcisteina o y-glutamilaminobutirico.

Puesto que la determinacion de la actividad de la GCL se efectué en un extracto
citosélico y no con la enzima purificada, se midié la actividad inespecifica de
ATPasa en los extractos (Figura 1), asi como también se realizaron ensayos en
presencia y ausencia de BSO [0.5mM], que es un inhibidor especifico para la
enzima glutamato cisteina ligasa (Griffith and Meister, 1979.; Estrela et al, 1988).
Para ello, la fraccién citosodlica se preincub6 a 37° C durante 30 min en presencia y
ausencia de BSO [0.5mM)]. Posteriormente, la reaccion se inicié por la adicién de
los sustratos indicados (ATP [7.5mM], L-glutamato [20mM] y L-a-aminobutirico
[15mM]), y se determind la cantidad de fosforo liberado al final del ensayo. Como
puede observarse en la Figura 1, la actividad inespecifica de ATPasa en el
extracto corresponde a menos del 20% del fosfato liberado (Fig. 1, columna 2) y el
BSO inhibe casi un 80% la cantidad de fosforo liberado por el extracto después de
30 minutos de incubacién (Figura 1, columna 5), lo que corrobora que en nuestras
condiciones de ensayo, la mayoria del fosforo liberado durante los ensayos es

resultado de la actividad especifica de la GCL.
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Figura 1. Ensayo de la actividad de la enzima GCL en presencia (+) o ausencia (-) de los
metabolitos indicados. Cada valor representa la media + E.E. (n = 3)

Determinacion de proteina.

Para la determinacion de proteina se tomaron 100ul de la fraccion citosdlica,
posteriormente se les agregd 5ml de solucion Bradford (azul brillante de Coomassi
0.01%, etanol 4.7%, y acido ortofosférico 8.5%). Los calculos se realizaron
tomando como referencia una curva estandar de albumina sérica bovina (Bradford,
1976).

Experimentos de Perfusion.

Se realiz6é a partir de higados provenientes de ratas alimentadas, perfundidos a
través de la vena porta (perfusién cerrada), con una solucion de Ringer-Krebs-
fosfato, a la que se adicionaron los siguientes compuestos a las concentraciones

que se indican (en un volumen final de 20mL): glucosa [10mM], albumina al 1%,



calcio [1.2mM] y en ausencia ¢ presencia de etanol [50mM] y aspirina [1uM].
Durante la perfusion se muestrearon 200ul cada 2 min durante 14 min, se agrego
un volumen equivalente de HCIOs [4M] con EDTA [0.8mM] en frio,
inmediatamente, se determind glutation total de acuerdo al método de Akerboom vy
Sies (1981).

Eflujo de glutatién total in vivo.

Se utilizaron ratas Wistar en las condiciones previamente sefaladas, se
separaron en cuatro tratamientos y se les administrd, por via orograstrica: a)
glucosa 9.3g/kg (equivalente al aporte isocalérico del etanol), b) etanol 5g/kg, c)
etanol 5g/kg + piroxicam 10mg/kg, d) etanol 5g/kg + glibenclamida 30mg/kg.
Cuatro horas después de la administracidén (que es tiempo en el que se presenta
un mayor efecto del etanol 4-5g/kg, sobre el eflujo del glutation hepatico (Speisky,
et al, 1985; Choi, et al, 2000)), las ratas fueron anestesiadas con éter etilico
anhidrido; se realizd una incisién de la piel y el musculo en la linea media ventral
del abdomen, se tomaron 200uL de la muestra de sangre de la vena cava inferior,
tanto por debajo (prehepatica), como por encima del punto de confluencia con la
vena hepatica (posthepatica), considerando que el punto por debajo de la vena
hepatica fue superior a la de la vena renal. Se agregd un volumen equivalente de
HCIO4 [4M] con EDTA [0.8mM], y al mismo tiempo se tomd una muestra de 200mg
de tejido hepatico, se agregaron cuatro volumenes equivalentes de HCIO,4 [2M]
con EDTA [0.8mM]. Ambas muestras se homogenizaron y centrifugaron a 9,000 x
g durante 5 minutos a 4°C y del sobrenadante se determind el contenido de

glutation total de acuerdo al método de Akerboom y Sies (1981).

Anadlisis estadistico.

Los resultados se analizaron usando pruebas estadisticas paramétricas, para lo
cual se empled el analisis de varianza de una via (ANOVA), o bien la prueba de t
de Student (Jandel Scientific, 1994). El ajuste de los parametros de cinética

enzimatica se realiz6 por medio de regresiones no lineales.



Resultados.

El ayuno en ratas disminuye el contenido de glutation total en hepatocitos.

En la primera serie de experimentos se observd que los niveles de glutation total
se encontraron disminuidos en hepatocitos de ratas ayunadas comparados con los
de ratas alimentadas (Figura 1), esto concuerda con lo reportado en la literatura
(Videla et al, 1980; Vina, 1986; Lu, 1999; Matuz, 2005). De tal manera que la
alimentacion es una variable de la cual depende directamente la poza de glutation
hepatico. En los experimentos con hepatocitos tanto de ratas alimentadas como
de ayunadas, el contenido de glutation total disminuyd hasta en un 40% a partir de
los primeros 15 minutos de incubacion. Esta disminucion se explica en parte
porque el medio de incubacion carece de nutrientes esenciales para el
funcionamiento correcto de la célula (Lu, 1999), lo que obliga a las células a

consumir sus reservas energéticas de proteinas.
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Figura 1. Contenido de GT en hepatocitos aislados e incubados con RKH en ausencia de
sustratos. Cada valor representa la media + E.E. (n=4-6). t test Student. * p< 0.05, ** p< 0.01, *»* p<
0.005.



La presencia de aminoacidos mantiene la poza de glutatiéon en hepatocitos

aislados e incubados en soluciéon Ringer-Krebs-Henseleit.

En vista de los resultados anteriores y tomando en cuenta que algunos autores
han sugerido que el etanol afecta la sintesis de glutation (Lauterburg et al, 1984,
Speisky et al, 1985; Gonzalez et al, 1988; Choi et al, 2000), nos enfocamos en
este trabajo a usar como modelo experimental a hepatocitos provenientes de ratas
con 48 h de ayuno, para asi promover la sintesis de glutation al incubarlos con los
aminoacidos precursores: L-glutamina [5mM], glicina [2mM], L-serina [1mM] y
metionina [0.2mM] (Estrela et al, 1988). En estudios previos al incubar hepatocitos
provenientes de ratas alimentadas en presencia de estos aminoacidos, no se

observo ningun estimulo sobre la sintesis de glutation (Matuz, 2005).

Al incubar con aminoacidos a los hepatocitos aislados, se observé que conforme
transcurre el tiempo de incubacion, los niveles de glutatidn total no se modificaron,
posiblemente debido a que los aminoacidos precursores promueven la sintesis de
GSH, manteniendo su concentracion constante durante el periodo de incubacion
(Figura 2). Estos hallazgos concuerdan con lo reportado in vivo, ya que al
alimentar nuevamente a animales sometidos a 48 h de ayuno, se observa como

los niveles de glutation se restablecen (Tateishi y Sakamoto, 1983).
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Figura 2. Contenido de GT en hepatocitos aislados de ratas con ayuno e incubados en RKH con
aminoacidos (L-glutamina 5mM, glicina 2mM, L-serina 1mM y metionina 0.2mM). Cada valor
representa la media + E.E. (n=5-6). t test Student. ** p< 0.01, =+ p< 0.005.

Posteriormente, se estudio el efecto de concentraciones crecientes de pi-
Buthionine-[S,R]-sulfoximina (BSO), sobre los hepatocitos aislados de rata en
presencia de aminoacidos. El BSO es un inhibidor especifico e irreversible para la
enzima glutamato cisteina ligasa (GCL), que es la enzima limitante en la sintesis
de glutation (Griffith y Meister, 1979; Griffeth, 1982; Estrela et al, 1988); el BSO es
un inhibidor de tipo competitivo y tiene multiples ventajas sobre otros inhibidores
previamente reportados (Griffeth, 1982).

En la Figura 3 se puede observar una disminucion significativa en el contenido
total de GSH cuya magnitud es mayor a concentraciones crecientes de BSO en
hepatocitos aislados. Puesto que al bloquear la sintesis de glutation con el BSO, el
contenido de glutation vuelve a decaer conforme transcurre el tiempo de
incubacion de los hepatocitos, aun en presencia de aminoacidos. Esto sugiere
fuertemente que la adicion de los aminoacidos al medio de incubacion, estimula la

sintesis de glutation en hepatocitos, lo que explica por qué en ausencia de



inhibidor, el contenido de glutation se mantiene constante durante todo el tiempo
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Figura 3. Contenido de GT en hepatocitos aislados de ratas con ayuno e incubados en RKH con
BSO y aminoacidos tal y como se sefiala en la Fig 1. Cada valor representa la media + E.E. (n=4-
5). one-way-ANOVA. * p< 0.05, ** p< 0.01, ** p<0.005. Aminoéacidos vs Aminoéacidos “/BSO.

El etanol disminuye el contenido de glutation total en hepatocitos aislados.

Para estudiar el efecto del etanol sobre el contenido de glutatién, se utilizé una
concentracion de etanol [50mM], porque existen datos en la literatura que
demuestran que en hepatocitos aislados, dicha concentracion aumenta el
contenido de triacilgliceridos y sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, que son
indicadores de estrés oxidativo (Saldana-Balmori et al, 1996).

Cuando se incubaron hepatocitos de rata con 48 h de ayuno en presencia de
etanol [50mM] (Figura 4), se observé también un decaimiento muy notable en la
poza de glutation, coincidiendo con lo reportado previamente en el animal integro
(Videla et al, 1980) o in vitro (Matuz, 2005 y Hernandez, 2006).
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Figura 4. Contenido de GT en hepatocitos aislados de ratas con ayuno e incubados en RKH. Cada
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glucosa [10mM].

nmolas de glutation total / 2X10° células

*%k

Es interesante observar también que la presencia de glucosa [10mM] en el medio
de incubacion, no impidié la disminucion en la poza de glutatién, lo que indica que
la ausencia de un sustrato oxidable, no es el factor determinante en la disminucion

de glutation total.

Cuando los hepatocitos se incubaron con aminoacidos, la disminucién sobre los
niveles de glutation provocada por la exposicion al etanol aun se siguid
observando, aunque con una menor magnitud (Figura 5). De igual forma, la
presencia simultdnea de aminoacidos y glucosa, no modificd la concentracion de

glutation total en los hepatocitos aislados.
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Figura 5. Contenido de GT en hepatocitos aislados de ratas con ayuno e incubados en RKH con
etanol [50 mM] o glucosa [10 mM] y aminoacidos. Cada valor representa la media £ E.E. (n=3-5). t
test Student. * p< 0.05. etanol [50mM] vs glucosa [10mM].

Los AINE’'s revierten la disminucion en el contenido de glutation total

provocada por el etanol.

En estudios con animales integros se ha demostrado que los anti-inflamatorios no
esteroideos, pueden prevenir modificaciones de algunos indicadores de estrés
oxidativo, como la lipoperoxidacién y el contenido del glutatién hepatico (Zentella
de Pina et al, 1993; Zentella se Pina et al, 1994), por esta razén decidimos

emplearlos en un modelo in vitro.

Cuando los hepatocitos se incubaron tanto en presencia de aminoacidos, como de
etanol [50mM] y de los AINE’s: aspirina [1x10°M] o piroxicam [1x10°M] (Figuras
6 y 7), no se observaron diferencias estadisticas en los primeros minutos de
incubacion. Sin embargo, se observé que a los 60 minutos de incubacion la
disminucién en los niveles de glutatidon total por accion del etanol no se presenté
en presencia de los AINEs.



Existen tres posibilidades a demostrar, para explicar el efecto de los AINE's. Ya
sea estimulando la sintesis del glutatién, favoreciendo su menor consumo o

disminuyendo su eflujo desde los hepatocitos.
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Figura 6. Contenido de GT en hepatocitos aislados de ratas con ayuno e incubados en RKH con
aminoacidos, etanol [50mM], glucosa [10mM] y aspirina [1x10'6M]. Cada valor representa la media
+ E.E. (n=3-4). t test Student. * p< 0.05. etanol [50mM] vs etanol [50mM] “/aspirina [1x10'6M].
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Figura 7. Contenido de GT en hepatocitos aislados de ratas con ayuno e incubados en RKH con
aminoacidos y piroxicam [1x10'6M]. Cada valor representa la media + E.E. (n=3-4). t test Student. *
p< 0.05. etanol [50mM] vs etanol [50mM] “/piroxicam [1x10'6M].



Caracterizacion enzimatica de la GCL.

En la segunda parte de este trabajo nos enfocamos a investigar si el etanol y los
AINE’s pueden modificar la actividad de la GCL, que es la enzima limitante en la
sintesis del glutation. Aqui es importante considerar tal y como se menciond en la
seccion de antecedentes, que existen trabajos que sugieren que el etanol in vivo
puede afectar la sintesis de glutation, disminuyendo aproximadamente un 30% la
actividad de esta enzima (Lauterburg et al, 1984; Speisky et al, 1985; Gonzalez et
al, 1988; Choi et al, 2000).

Con la fraccion citosolica obtenida de higados de ratas alimentadas, previamente
se realizaron experimentos de cinética enzimatica para cada uno de los sustratos
de la GCL. En la figura 8 se muestra la actividad especifica de la GCL en funcion
de la concentracion de ATP, reportando las constantes cinéticas (Vmax y Km);
cabe sefialar que en resultados no mostrados, encontramos que a
concentraciones superiores a 10mM de ATP, se presenta una inhibicion por

sustrato.
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Figura 8. Actividad de la enzima GCL con concentraciones crecientes de ATP y concentraciones
fijas de L-glutamato [20mM], L-a-aminobutirico [15mM]. Cada punto representa la media + E. E.
(n=3).



En la figura 9 se muestran las constantes cinéticas de la GCL, utilizando ahora
como sustrato variable el L-glutamato; En la figura 10 se muestran para el L-o-
aminobutirico, el cual se utiliz6 como un homologo de la cisteina para evitar las
complicaciones asociadas a la auto-oxidacion de la cisteina. Tanto para glutamato
como para L-a-aminobutirico, a concentraciones superiores a 20mM se observd
inhibicién por sustrato. De igual forma la afinidad de la GCL para estos dos
sustratos es mucho mayor en comparacion con la reportada para la GCL de rifidn

de rata (Seeling y Meister, 1985).
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Figura 9. Actividad de la enzima GCL con concentraciones crecientes de L-glutamato y
concentraciones fijas de ATP [7.5mM], L-a-aminobutirico [15mM]. Cada punto representa la media
+ E.E. (n=3).
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Figura 10. Actividad de la enzima GCL con diferentes concentraciones de L--a-aminobutirico y
concentraciones fijas de ATP [7.5mM], y L-glutamato [20mM]. Cada punto representa la media *
E.E. (n=3).

El etanol in vitro no modifica la actividad de la GCL.

Se realizaron experimentos con concentraciones crecientes de etanol, en donde
los extractos citosélicos se incubaron en presencia/ausencia de etanol durante 30
minutos a 37°C. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 11 en la cual
podemos observar que el etanol no causé ningun efecto en la actividad especifica
de la GCL.
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Figura 11. Efecto de concentraciones crecientes de etanol sobre la actividad especifica de la GCL.
La fraccion citosdlica se incubd durante 30 min a 37°C. Cada valor representa la media + E.E.
(n=4).

Los AINE’'s no modifican la actividad de la enzima GCL.

En las Figuras 12 y 13 se puede observar que tanto la aspirina como el piroxicam,
en un amplio rango de concentraciones [10'8—10'4M] no afectdé la actividad

especifica de la GCL.
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Figura 12. Efecto de concentraciones crecientes de aspirina sobre la actividad especifica de la
GCL. La fraccion citosélica se incub6 durante 30 min a 37°C Cada valor representa la media + E.E.
(n=4).
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Figura 13. Efecto de concentraciones crecientes de piroxicam sobre la actividad especifica de la
GCL. La fraccion citosolica se incub6 durante 30 min a 37°C. Cada valor representa la media *
E.E. (n=5).

Tomando en cuenta los resultados anteriores podemos concluir que tanto el etanol
como la aspirina y el piroxicam no afectan de manera directa la actividad de la

glutamato cisteina ligasa en el modelo experimental empleado.
Efecto del acetaldehido sobre la actividad de la GCL.

Considerando que en el animal integro, se ha reportado que el etanol puede
afectar la sintesis de glutation causada por una disminucion del 30%
aproximadamente en la actividad de la GCL (Lauterburg et al, 1984; Speisky et al,
1985; Gonzalez et al, 1988; Choi et al, 2000), cabe la posibilidad de que esta
disminucidén sea ocasionada por alguno de los metabolitos generados durante el
metabolismo del etanol. En este caso, el acetaldehido es el candidato mas
probable, puesto que es el metabolito al cual se le responsabiliza como el

causante del decaimiento en la poza de glutation reducido (Vifa et al, 1980).

Por este motivo se investigo si el acetaldehido modifica la actividad de la GCL, sin
embargo, puesto que el punto de ebullicibn del acetaldehido es muy bajo, los

extractos citosolicos se incubaron a 25°C en lugar de 37°C durante 30 min en



presencia de acetaldehido a concentraciones crecientes (Vifia et al, 1980). Tal y
como se esperaba en la figura 14 podemos observar que al incubar a 25°C la
actividad de la enzima disminuy6 significativamente al compararla con la incubada

a 37°C esta disminucion representa aproximadamente el 60% de la actividad total.
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Figura 14. Efecto de la temperatura sobre la actividad especifica de la GCL. La fraccion citosélica
se incubd en presencia de los sustratos (L-glutamato [20mM], L--a-aminobutirico [15mM] y ATP
[7.5mM]) durante 30 min a 25°C. Cada punto representa la media + E.E. (n=4-5). t student p<
0.0001*.

En la Figura 15 se muestra como al incubar en presencia del acetaldehido no se
presentd ningun efecto inhibitorio. Sin embargo, el acetaldehido es un compuesto
sumamente volatil y su punto de ebulliciéon es de 20.2°C por este motivo decidimos
analizar que proporcion de acetaldehido alcanza a evaporarse en nuestras
condiciones experimentales y de esta forma realmente constatar el efecto que
tiene el acetaldehido, o simplemente descartarlo porque se evapora rapidamente
en las condiciones de este ensayo. Para la deteccion del acetaldehido se
considerd su coeficiente de extincidn, que se detecté a 278nm, debido a que tiene
un grupo carbonilo que absorbe a esta longitud de onda (Gruen y McTigue, 1965).
En la Figura 16 se muestra el espectro de absorcién del acetaldehido [0.1M] el
cual se monitoreo a diferentes tiempos (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60 min y 24 h),
claramente podemos observar que la proporcion de acetaldehido se mantuvo

constante después de ser incubado durante 1 h a 25°C, que es el doble del tiempo



en que realiz6 este experimento. Por tal motivo tenemos certeza de que el
acetaldehido no tiene tiempo a evaporarse significativamente durante Ila
incubacion, y que por tanto, como primer metabolito en la oxidacion del etanol, no

es capaz de modificar la actividad de la GCL en el rango de [1uM] a [1TmM].
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Figura 15. Efecto de concentraciones crecientes de acetaldehido sobre la actividad especifica de la
GCL. La fraccion citosolica se incub6 durante 30 min a 25°C. Cada valor representa la media *
E.E. (n=3-5).

Estos ultimos resultados contrastan con los hallazgos de Vifa en 1980, quien
publico las primeras evidencias, en que se responsabiliza al acetaldehido, como el
responsable de la disminucioén en el contenido de GSH in vitro. Sin embargo, por
los resultados obtenidos en el presente trabajo, es claro que el acetaldehido no
modifica el contenido de GSH hepatico por medio de una inhibicion en la sintesis
de GSH, por lo que es probable que la disminuciéon este determinada por una
reaccion directa entre el GSH y el acetaldehido. Esto ha sido sugerido por algunos
otros autores, que observaron que el acetaldehido puede reaccionar tanto con el
glutation (0.475nmolas/min/ml) aumentando su consumo, como con la cisteina
(2.64nmolas/min/ml), dando como resultado una disminucion en el contenido

hepatico de glutation (Speisky et al, 1988).
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Figura 16. Espectro de absorcién del Acetaldehido [0.1M] incubado 1 h a 25°C.
Efecto del H,O, sobre la actividad de la GCL.

Como otro subproducto del metabolismo del etanol esta el H,O,, se realizaron
experimentos con esta molécula que es ampliamente considerada como un agente

citotéxico, o incluso como una ERO, que aunque no es un radical libre per se, si

puede generar algunos radicales como el radical HO".

Hay reportes en la literatura que indican que durante el metabolismo del etanol se
produce H;O, y una gran cantidad de ERO (Cederbaum, 1987; Wu y Cederbaum,
2003; Cederbaum et al, 2009).). Cuando se determiné la actividad especifica de la
GCL en presencia del H;O, a diferentes concentraciones [1-100uM] no
encontramos diferencias significativas con ninguna de las concentraciones

empleadas en comparacion con el control (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de concentraciones crecientes de H,O, sobre la actividad especifica de la GCL.
La fraccidon citosolica se incubd durante 30 min a 37°C. Cada valor representa la media + E.E.
(n=8).

En el higado, existe una importante actividad de catalasa que se encuentra en los
peroxisomas de las células hepaticas. La catalasa actua descomponiendo H,0,, e
incluso participa en el proceso de oxidacidon del etanol (Lieber, 1994; Riveros-
Rosas et al, 1997). Puesto que los extractos citosolicos en donde se ensayo la
actividad de la GCL, pudieran tener una importante actividad de catalasa, que
descompondria al H,O, antes de que este interaccione con la GCL, se decidio
inhibir a la catalasa con aminotriazol, para garantizar que el H,O, no fuese

descompuesto durante el ensayo.
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Figura 18. Efecto de H,O, 100uM inhibiendo a la catalasa (con concentraciones crecientes de
Aminotriazol), sobre la actividad especifica de la GCL. La fraccion citosdlica se incubd durante 30
min a 37°C. Cada valor representa la media £ E.E. n = 8.

En la Figura 18 se observa como al inhibir al sistema de la catalasa con
concentraciones crecientes de aminotriazol [10-100mM] y en presencia de H,0,
[100uM] que es considerada con una concentracion citotoxica (Halliwell et al,

2000), no se presentoé ningun efecto sobre la actividad de la enzima GCL.

Efecto del etanol y la aspirina sobre el eflujo de glutation en higado

perfundido in situ.

Uno de los mecanismos involucrados en el decaimiento de la poza de glutation
hepatico, causado por una intoxicacién aguda con etanol es un aumento en la
salida de glutation (Speisky et al, 1985; Gonzalez et al, 1988; Choi et al, 2000).

En la tercera etapa de este trabajo, nos enfocamos a investigar si el AINE aspirina,
puede modificar el eflujo de glutatién hepatico, usando como modelo experimental
el higado perfundido, En la Figura 19 se observa un aumento gradual del
contenido de glutation en el liquido perfundido, producto de la salida de glutation



desde las células hepaticas. Sin embargo, la incertidumbre asociada a la
determinacion, no permitié distinguir si en presencia de etanol o aspirina se

modificd significativamente el eflujo de glutation.
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Figura 19. Efecto del etanol [50mM] y la aspirina [1x10'6M] en higado perfundido in situ, a través de
la vena porta (perfusion cerrada), con una soluciéon de Ringer-Krebs-fosfato, en un volumen final de

20ml. Cada valor representa la media + E.E. (n=3).

Efecto del etanol y la glibenclamida sobre el eflujo de glutation en

hepatocitos aislados.

En los resultados previos, claramente se observd que el modelo de higado
perfundido no es el mas adecuado para evidenciar los efectos del etanol en el
eflujo del glutation, por tal motivo decimos emplear hepatocitos aislados, ya que
durante la primera serie de experimentos los efectos del etanol fueron evidentes
tanto en presencia como en ausencia de los aminoacidos precursores de la
sintesis de glutation (Figuras 2 y 5). En este caso, decidimos utilizar glibenclamida

porque trabajos previos reportaron que a una concentracion de 100uM, este



farmaco es capaz de inhibir el eflujo de glutation en células aisladas de epitelio

pulmonar (Gao et al, 2001).

En la Figura 20 podemos observar que la presencia de glibenclamida no tuvo
ningun efecto en el contenido de glutation total en hepatocitos aislados de ratas
con 48 h de ayuno, e incubadas con glucosa [10mM] o etanol [50mM]. Por otro
lado, al repetir el experimento en presencia de los aminoacidos precursores de la
sintesis de glutation, la glibenclamida no tuvo efecto alguno en los hepatocitos
incubados con glucosa, pero paradojicamente, disminuyo el contenido de glutation

en los hepatocitos incubados con etanol (Figura 21).
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Grafica 20. Contenido de GT en hepatocitos aislados de ratas con 48 h de ayuno e incubados en

RKH. Cada valor representa la media + E.E. (n=3). t test Student. etanol [50mM] vs etanol +
glibencalmida [100uM].
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Grafica 21. Contenido de GT en hepatocitos aislados de ratas con 48 h de ayuno e incubados en
RKH con aminoacidos. Cada valor representa la media + E.E. (n=3). t test Student. * p< 0.05,
aminodcidos + etanol [50mM] vs aminoacidos + etanol + glibencalmida [100uM].

Efecto del etanol y piroxicam sobre el eflujo de glutatiéon in vivo.

Puesto que los datos que existen en la literatura, sobre el efecto que tiene el
etanol en el eflujo de glutation estan reportados en el animal integro (Speisky et al,
1985; Choi et al, 2000), y dado que los resultados en hepatocitos aislados no son
sencillos de interpretar, se decidié analizar el efecto de los AINE’s sobre el eflujo
de glutation estimulado por etanol in vivo. Para ello, se les administré por via
orogastrica: a) glucosa 9.3g/kg (equivalente al aporte isocalérico del etanol), b)
etanol 5g/kg, c) etanol 5g/kg + piroxicam 10mg/kg, d) etanol 5g/kg + glibenclamida
30mg/kg, 4 h después de la administracion se muestrearon 200ul de sangre de la
vena cava inferior, tanto por debajo (prehepatica), como por encima del punto de

confluencia con la vena hepatica (posthepatica).

En la Figura 22 se muestran los valores de las diferencias entre el contenido de
glutation en sangre prehepatica (tomado por debajo de la vena cava inferior) y
posthepatica (tomado por encima del punto de confluencia con la vena hepatica).



Puede observarse en primer lugar que el etanol aumentd significativamente el
eflujo del glutation. Sin embargo, cuando el etanol se administré simultaneamente
con piroxicam o glibenclamida, la salida de glutation estimulada por el etanol se
inhibié completamente, lo que demuestra por un lado, que la salida de glutation es
dependiente de la secrecidon de cloruros (inhibida por la glibenclamida), y que el
piroxicam es capaz de inhibir también la salida de glutation hepatico hacia el

torrente sanguineo.
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Figura 22. Diferencia entre el eflujo de glutatiéon total hepatico en ratas con 16 h de ayuno e
intoxicadas durante 4 horas con glucosa, etanol, piroxicam y glibenclamida. El eflujo se calculo
restando el glutatién prehepatico al contenido de glutation posthepético. Cada valor representa la
media + E.E. (n=3-4). t test Student. * p< 0.05. glucosa vs etanol.

Finalmente, para determinar si la disminucion en el eflujo de glutation provocado
por el piroxicam, tiene un efecto sobre el contenido de glutation en higado, se
midié en esos animales el contenido de glutation hepatico. En la Figura 23 se
observa el contenido de glutation hepatico después de 4 h de la ingestién de

100



etanol 5g/kg (tiempo en que se alcanza la concentracion mas alta de etanol en
sangre, después de una dosis de 5g/kg (Zentella et al, 1992)), piroxicam y
glibenclamida. Tal y como se esperaba, el tratamiento con etanol disminuyo
significativamente la poza de glutation total; sin embargo, cuando se administro,
simultaneamente piroxicam, la disminucion en el contenido de glutation hepatico

se revirtid, al igual que con la glibenclamida.

3000 ~

2500 ~

'|'*

2000 ~

1500 -

1000 -

nmolas de Gt/ g de peso humedo

500 -

0 |
glucosa 9.3g/kg + -
etanol 5g/kg - +
piroxicam 10mg/kg - -
glibenclamida 30mg/kg

+

+ +

+

Figura 23. Contenido de GT en higado de ratas con 16 h de ayuno e intoxicadas durante 4 h con
etanol, administrado en presencia o ausencia de piroxicam y glibenclamida. A los animales
controles se les administré una dosis isocalérica de glucosa. Cada valor representa la media £ E.E.
(n=4). t test Student. * p< 0.05. glucosa vs etanol.
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Discusion.

Se ha establecido que una administracion aguda de etanol disminuye la
concentracion de glutation hepatico en animales (MacDonald et al, 1977; Videla et
al, 1980: Videla and Valenzuela, 1982; Zentella de Pifa et al, 19942; Choi et al,
2000). Diferentes mecanismos han sido postulados para explicar la disminucién de
los niveles de glutation hepatico por etanol. La disminucion en los niveles de
glutation hepatico ha sido atribuida, por largo tiempo, a un incremento en el
consumo de glutation asociado con el metabolismo del etanol y el acetaldehido
(Viha et al, 1980), a una disminucién de su sintesis (Lauterburg et al, 1984;
Gonzalez et al, 1988; Choi et al, 2000) o incluso, a una salida o eflujo del higado
(Speisky et al, 1985; Choi et al, 2000).

En mamiferos, el etanol es primero metabolizado a acetaldehido, el cual puede
reaccionar directamente con el glutation u otros grupos sulfidrilo. Por ello, se ha
sugerido que el acetaldehido es el responsable de la disminucion de los niveles de
glutation, inducida por etanol en hepatocitos aislados de rata. De hecho, al impedir
el paso en la oxidacion de etanol a acetaldehido este decaimiento no se presenta
(Vifa et al, 1980).

La generacion de acetaldehido y la lipoperoxidacidén del higado han mostrado una
buena correlacion en ratas (Videla et al, 1982). La generacion de ERO durante el
metabolismo del etanol y el acetaldehido puede ser detoxificada a expensas del
glutation (Videla y Valenzuela, 1982). Por lo tanto, el metabolismo del etanol
estaria acompafnado por una disminucion del glutation reducido y/o por un
incremento en glutatiéon disulfuro, modificando asi la relacion GSH/GSSG. Sin
embargo algunos autores reportan que esta relacion GSH/GSSG no se modifica
significativamente (Speisky et al, 1985; Choi et al, 2000), lo que sugiere que otros

mecanismos deben también estar involucrados.
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Los AINE’s pueden prevenir el decaimiento de glutation tanto in vivo (Zentella de
Pifia et al, 1994°), como in vitro (Hernandez, 2006). Sin embargo, hasta antes de
este trabajo, no se conocia el mecanismo a través del cual actuan para mantener
la poza de glutation. Inicialmente se propuso que pueden actuar como atrapadores
de radicales libres (Zentella de Pifa, 1994; Castrejon et al, 1996; Castrejon et al,
1997; Van Antwerpen y Neéve, 2004). Sin embargo, disponemos ahora de
informacion adicional que nos permite descartar la capacidad de los AINE’s como
atrapadores de radicales libres, para ser el mecanismo a través del cual estos
ultimos conservan la poza de glutation hepatico en animales intoxicados con
etanol. En primer lugar, la concentracion empleada de los AINE's es 1uM y la
concentracion del glutation intracelular que se ha reportado que puede ser hasta
de 11mM (Martensson et al, 1990), esto es, dentro de la célula, el glutation esta
10,000 veces mas concentrado que los AINE’s administrados. En segundo lugar,
en condiciones de pH fisioldgico, el glutation reacciona 10,000 veces mas rapido
con los RL, que el piroxicam (Van Antwerpen y Néve, 2004). Por lo tanto, tenemos
que en las condiciones en que se desarrollaron los ensayos, el glutation tiene una
probabilidad de reaccionar con los RL 8 o6rdenes de magnitud mayor en
comparacion con los AINE’s. Por ello, éste ultimo mecanismo no explicaria la
capacidad de los AINE’s para revertir el decaimiento de glutation. De hecho, en
presencia de H,0, 200uM vy glutation peroxidasa, los AINE’s en concentraciones
hasta 4mM, son incapaces de competir con el glutation por el H,O, (Van

Antwerpen y Néve, 2004).

Otro mecanismo que explicaria como los AINE’s pueden prevenir el decaimiento
de la poza de glutation, es a través de una estimulacion en la sintesis del glutation.
Otros autores han reportado en animales intoxicados en forma aguda con etanol,
una disminucion en la sintesis de GSH, ya que reportan una disminucién
aproximadamente del 30% en la actividad de la GCL, que es la enzima limitante
en la sintesis de GSH (Lauterburg et al, 1984; Speisky et al, 1985; Gonzalez et al,
1988; Choi et al, 2000).
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Nosotros encontramos que las condiciones de ayuno estan estrechamente
relacionadas con el contenido de glutation (Lu, 1999; Videla et al, 1980), y que la
administracién de aminoacidos (L-glutamina [5SmM], glicina [2mM], L-serina [1mM]
y metionina [0.2mM]) al medio de incubacion de los hepatocitos de ratas
ayunadas, estimula la sintesis de glutation, lo cual concuerda con el hecho de que
dichos aminoacidos son precursores de la sintesis de glutation (Estrela et al,
1988). En ausencia de aminoacidos, el contenido de glutation total de los
hepatocitos, disminuye durante el transcurso de la incubacion, de 14.5 %
0.9nmolas/2 x10° células al inicio de la incubacién a 8.4 + 0.5nmolas/2x10° células
al final de la incubacion en los hepatocitos con glucosa [10mM], y hasta
1.8nmolas/2x10° células en los hepatocitos tratados con etanol [50mM] (Figura 4
de la seccidbn de resultados). Ahora bien, cuando se administraron los
aminoacidos, los niveles de glutation total se mantuvieron constantes en los
hepatocitos con glucosa como sustrato (14.5 + 0.9nmolas/2x10° células), pero al
administrar etanol [50mM] el contenido de glutation total disminuyé a 10.8 +
0.1nmolas/2 x10° células (Figura 5 de la seccidn de resultados). Asi, tenemos que
tanto en presencia como ausencia de aminoacidos, los hepatocitos tratados con
etanol muestran una reduccion similar en el contenido de glutation del orden de
4nmolas/2x10° células en comparacion con los hepatocitos que utilizaron glucosa
[10mM]. Por otro lado, al comparar el contenido de glutatién entre los hepatocitos
con y sin aminoacidos, se obtuvo un incremento del orden de énmolas/2x10°
células en los hepatocitos incubados con aminoacidos, independientemente de si

el sustrato oxidable que se les proporcioné fue glucosa o etanol.

Esto ultimo muestra que el incremento en la sintesis de glutation inducido por los
aminoacidos, fue el mismo tanto en presencia de glucosa como de etanol, y
sugiere de manera indirecta, que el etanol no modifica la sintesis de glutation,
puesto que de otra manera, no se hubieran obtenido incrementos similares en el

contenido de glutation.
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Para descartar si el etanol pudiera tener algun efecto sobre la sintesis de glutation,
se estudio también si el etanol o alguno de los productos de su metabolismo,
como son el acetaldehido y H,O,, pudieran estar afectando de manera directa a la
actividad de la GCL y que los AINE’s pudieran antagonizar este mecanismo. Los
resultados obtenidos al respecto son muy claros y ninguno de los compuestos
mencionados tuvo efecto sobre la actividad de la GCL; esto nos sugiere que éste
no es el mecanismo por el cual el etanol o los anti-inflamatorios no esteroides

(aspirina y piroxicam) pudieran afectar la sintesis de glutation.

Ahora bien, considerando la reactividad del acetaldehido, es posible que si en el
ensayo de actividad de la GCL se utilizara cisteina como sustrato, en lugar del
sustrato alternativo L-a-aminobutirico, es probable que hubiéramos observado un
efecto inhibitorio por la presencia del acetaldehido en la determinacion de la
actividad de la enzima, aunque no tanto por una interaccion directa entre el
acetaldehido y la enzima, sino mas bien por una reaccién entre el sustrato cisteina
y el acetaldehido, ya que la cisteina se oxida con gran facilidad (Seeling y Meister,
1985), y puede reaccionar no enzimaticamente con el acetaldehido (Speisky et al,
1985). Esto podria explicar las diferencias en los resultados obtenidos in vitro e in

Vivo.

Estos resultados deben ser tomados con cautela, ya que hay reportes de que
ambas subunidades de la GCL son reguladas a nivel transcripcional por el estrés
oxidativo (Lu, 1999), y numerosos agentes como el H,O», elevan la actividad de la
GCL, asi como la transcripcion de la subunidad catalitica de la enzima, en cultivos
de hepatocitos (Cai et al, 1997; Lu, 1999). Sin embargo, no podemos comparar
estos resultados, ya que en nuestro modelo experimental se determind la actividad

a partir de un extracto citosalico.

Asi, quedan algunos aspectos por resolver, por lo que no se puede descartar

totalmente que in vivo, los AINE’s pudieran tener algun efecto sobre la actividad
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de la GCL, y mas considerando que el efecto del etanol sobre la GCL solo se ha

reportado in vivo.

Aqui, es importante considerar que entre las multiples funciones que tienen los
AINE’s, estos pueden antagonizar respuestas metabdlicas inducidas por algunas
hormonas como la epinefrina (Riveros-Rosas et al, 1999), o la insulina (Zentella
de Pifa et al, 2007). Por otra parte, se sabe que las subunidades de la GCL estan
reguladas por multiples factores como son: la disponibilidad de L-cisteina (Tateishi
et al, 1974), a nivel transcripcional por el estrés oxidativo (Lu, 1999), y numerosos
agentes que inducen estrés oxidativo como el H,O,, las quinonas, las radiaciones
ionizantes, el TNF-a, SP-1, proteina activadora-1 (AP-1), proteina activadora-
2(AP-2)o el 4 hidroxi-2-nonenal, elevan la actividad de la GCL asi como la
transcripcion de la subunidad catalitica de la enzima (Cai et al, 1997; Lu, 1999). A
su vez, hormonas como la epinefrina y el glucagén, o incluso, el dibutirii AMPc
inhiben la actividad de la GCL, lo que hace disminuir la sintesis de glutation y
conlleva la disminucion de glutatién en hepatocitos de rata (Estrela et al, 1988; Lu
et al, 1991). La pérdida de la actividad de la GCL inducida por estas hormonas de
estrés esta mediada por la fosforilacion de la subunidad catalitica debida a la
activacion de la proteina cinasa A y la proteina cinasa C (Sun et al, 1996). Asi,
tomando en cuenta estos ultimos antecedentes en que interviene la regulacion de
la GCL, en la sintesis del glutation, sera muy importante analizar en el futuro, en

cual de estos mecanismos podrian participar los AINE's.

Finalmente, también se ha postulado que el eflujo de glutatién puede explicar el
decaimiento de los niveles de glutation hepatico en animales tratados con etanal,
ya que en esta condicion el eflujo de glutation hepatico aumenta
significativamente, en comparacién con las ratas control (Lauterburg et al, 1984;
Choi et al, 2000).

Existen reportes en la literatura internacional que sefialan a tres familias de

transportadores presentes en mamiferos que estan implicadas en el transporte y
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movilizacion de glutation y son: la familia de proteinas asociadas a la resistencia a
multiples drogas (MRP), la familia del regulador de conductancia transmembranal
de la fibrosis quistica (CFTR) y la familia de péptidos transportadores de aniones
organicos (OATP) (Rius et al, 2003; Ballatori et al, 2005). La glibenclamida ha sido
reportada como un inhibidor del transporte del glutation a través de los canales
CFTR (Gao et al, 2001).

En este trabajo encontramos, en los experimentos in vivo, que el eflujo del
glutation total en las ratas control es un tercio del eflujo de las ratas tratadas con
etanol, esto evidencia claramente el efecto que tiene el etanol sobre el eflujo del
glutation. Sin embargo, cuando ademas administramos glibenclamida
simultaneamente, el eflujo no se modificod, lo que demuestra por un lado, que la
salida de glutation es dependiente de la secrecion de cloruros a través de los
canales CFTR (inhibida por la glibenclamida) y que el efecto del etanol sobre el

eflujo de glutation es a través de estos transportadores.

Cuando se administré el AINE piroxicam, en presencia del etanol, el eflujo no se
modificd, ya que el piroxicam es capaz de inhibir también la salida de glutatiéon

hepatico hacia el torrente sanguineo.

En los experimentos realizados con hepatocitos aislados provenientes de ratas
con ayuno, el inhibidor del transportador de glutation no mostré ningun efecto; sin
embargo, cuando se administraron simultdneamente aminoacidos precursores de
la sintesis del tripéptido, el decremento en los niveles de glutatién total fue mayor,
en comparacion con el tratamiento de etanol. Este ultimo resultado es inesperado,
considerando que la glibenclamida al evitar la salida de glutatibn en los
hepatocitos, debe contribuir a mantener el contenido de glutation dentro de los
hepatocitos, o cuando mucho, mantenerlo sin cambio en caso de no existir un
eflujo de glutation o un transporte no inhibido por glibenclamida. Sin embargo, es
importante considerar que la glibenclamida no es un inhibidor especifico del

transporte de glutatién y puede afectar otros sistemas de transporte, tales como
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los canales de potasio dependientes de ATP o el regulador de conductancia
transmembranal de la fibrosis quistica (CFTR) (Gao et al, 2001), por lo que es
probable que ademas de inhibir el transporte de glutation, también afecte el
transporte de los aminoacidos precursores necesarios para la sintesis de glutation,

lo cual complicaria la interpretacion de los resultados.

De cualquier manera, por los resultados obtenidos en los experimentos in vivo, es
claro que uno de los mecanismos a través de los cuales el piroxicam mantiene la
poza de glutation en los animales intoxicados con etanol, es inhibiendo la salida de

glutation hacia torrente sanguineo, salida que es promovida por el etanol.
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Conclusiones.

El estado nutricional de los animales es determinante para establecer el contenido
de glutation. A tal grado que en condiciones de ayuno, el contenido de glutation
total en hepatocitos disminuye significativamente, aun en presencia de glucosa
como sustrato oxidable, y por lo tanto no depende de la disponibilidad de energia.
Sin embargo, cuando se administro etanol equivalente a una dosis aguda [50mM],
en las condiciones ya mencionadas, el contenido de glutation disminuye

drasticamente abatiendo la poza de glutation.

Al incubar a hepatocitos aislados de ratas con 48 h de ayuno, en presencia de
aminoacidos precursores de la sintesis del glutatiéon, la poza de glutation total se
mantiene constante durante la hora de incubacion, muy probablemente a través de
un aumento en la sintesis de glutation. El efecto de los aminoacidos es muy
notable al utilizar glucosa [10mM] como sustrato, y se presenta de manera muy
importante también en presencia de etanol [50mM], ya que en comparacién con
los hepatocitos incubados en ausencia de aminoacidos, la disminucion no es tan

severa.

Al determinar la actividad de la glutamato cisteina ligasa en la fraccion citosdlica,
en presencia de etanol [10-100mM], aspirina y piroxicam [10nM] a [10mM],
acetaldehido [0.001-1mM], peroxido de hidrégeno [1-100uM], no se modifico, sin
embargo, debe considerarse la posibilidad de investigar a futuro los efectos de

estos compuestos sobre la actividad de la GCL in vivo.

Por otra parte, en ratas intoxicadas con una dosis aguda de etanol (5 g/kg peso),
se observo que el eflujo del glutation desde el higado hacia el torrente sanguineo,
aumenta dos veces con respecto a los animales control, y que la administracién
simultanea de glibenclamida 30mg/kg (inhibidor de los canales CFTR) o piroxicam

10mg/kg inhibe completamente la salida del glutation hepatico.
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Estos resultados muestran que el mecanismo por el cual los AINE's evitan la
disminucion del glutation hepatico en animales intoxicados por etanol, se debe

principalmente a una disminucién en el eflujo de glutation hepatico
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