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RKesumen

Efecto de algunos anti-inflamatorios sobre el metabolismo del etanol.

El aleohalismo y sus consecuencias es uno de los principales problemas de salud publica.
Estimaciones preliminares en este trabajo colocan a la mortalidad atribuible al alcohol entre las tres
principales causas de muerte en la poblacién general en México, siendo responsable de mas de
46 000 decesos en 1992, cifra que comesponde a poco mas del 10% de la mortalidad total para ese
afo.

En concordancia con la gravedad de este problema son numerosos los estudios tendente
a describir y comprender los efectos toxicos del etanol. Asi, se han propuesto diferentes
mecanismos de toxicidad para explicar los efectos toxicos del etanol, sin embargo, adn no se aclara
la importancia relativa de cada uno de elios. Uno de los mecanismos mas aceptados, involucra el
desarrolio de procesos inflamatorios en higado y la produccién de derivados del 4cido araquiddnico;
razdn por la cual, se han empleado (con éxito) antiinflamatorios no estercideos (AINES) para revertir
algunos de los efectos deletéreos del etanol,

Por otra parte, la administracién del AINE piroxicam en animales intoxicados en forma aguda
con alcshol, disminuye de manera significativa la concentracion de etanol en sangre, lo cual sugiere
que este AINE en particular, podria ademas estimular el metabolismo del etanol. Para verificar esto
ultimo, se realizaron experimentos tendentes a determinar el mecanismo a través del cual el
piroxicam disminuye los niveles de etanol en sangre de animales intoxicados con alcohol. Los
resultados se contrastaron con los obtenidos al emplear el AINE dipirona, el cual también reduce
los efectos deletéreos del alcohol, pero no disminuye los niveles de etanol en sangre,

Para elio se realizaron dos series de experimentos, en la primera se estudio in vitro el efecto
de estos AINEs sobre algunas actividades relacionadas con sl recambio de equivalentes reductores
en mitocondria (principal factor limitante de la velocidad de oxidacion del etanol en higado), y la
actividad de la alcohol deshidrogenasa hepatica (e! principal sistema responsable de la oxidacion
del etanol); en la segunda serie, se analizd in vivo el efecto de diferentes dosis de piroxicam sobre
la farmacocinética del etanol en sangre, administrado por via orogastrica. Los resultados obtenidos
se ajustaron a un modelo matematico de dos compartimentos en el que se considerd: 1) el
metabolismo de primer-paso, 2) la velocidad de absorcidn y, 3) el metabolismo hepético del atanol.

Los resuitados obtenidos muestran que el piroxicam (y no asi la dipirona), incrementa el
recambio de equivalentes reductores en mitocondria en el intervalo de concentraciones observado
durante su empleo como agente terapéutico. Este incremento se debe: 1) a una mayor produccion
de citrulina (actividad que demanda a la mitocondria, gran cantidad de energia en forma de ATF)
y 2) a la accion del piroxicam como un desacoplante débil, el cual aumenta discretamente el
consumo de oxigeno mitocondrial en condiciones de reposo. El piroxicam no produce ning(in efecto
sobre la actividad de Ia alcohol deshidrogenasa.
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Los resultados obtenidos in vivo, a fravés de la aplicacion del modelo matematico, muestran
que el piroxicam disminuye la velocidad de absorcion del etanol, posiblemente por un retraso en el
vaciamiento gastrico.

Estos dos tipos de efectos combinados (disminucion en fa velocidad de absorcion y aumento
en el recambio de equivalentes reductores), explican la disminucion en las curvas de etanol en
sangre de animales intoxicados con alcohol, al administrar simuitdneamente piroxicam.

Adicionalmente se muestra en forma general que: 1) las curvas de etanol en sangre se
ajustan mejor a un modelo con cinética de saturacion de Michaelis-Menten que a uno con cinética
de primer orden, 2) la determinacion de la velocidad de oxidacion del etanol in vivo, a partir de la
simple medicién de la pendiente en la fase de eliminacién, carece de significado fisioldgico definido,
y 3) a partir de una sola curva de etanol en sangre es imposible determinar con precision el
metabolismo hepatico y de primer paso en forma simultanea.

Effect of some antl-Inflammatory on ethanol metabolism.

The alcoholism and its consequences is one of the most important public health problems.
Preliminary estimations in this work collocate total alcohol related mortality as one of three main
causes of mortality on general population in México. Alcohol related mortality is responsible of more
than 46 000 deceasas in 1992; this figure cormesponds to more than 10% of all deceases in this year.

In comespondance with the seventy of this problem numerous studies have been developed
to describe and understand the alcohol mechanism of toxicity. Several mechanisms of ethanol
toxicity have been proposed, however, is not clear which is the relative relevance of each one of
them. One of the most accepted mechanisms is related with the development of inflammatory
process and the production of arachidonic acid derivatives. For this reason, non steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) have been employed with succes to revert some ethanol deleterious
effacts.

Furthermore, the administration of NSAID piroxicam decrease significatively blood ethanol
levels on acutely intoxicated animals. This suggest that piroxicam can esltimulate ethanol
metabolism. In order to test this last possibility, were developed experiments to elucidate the
mechanism by wich piroxicam reduced blood ethanol concentration. The resulls obtained with this
NSAID were contrasted with those of dypirone, a NSAID that also decreased deleferious effects of
athanol, but do not diminished blood athanol concentrations.

Two series of expenments were parformed, in the first series the in vitro effects of NSAIDs
on hepatic mitochondrnial activities related with reducing-equivalent transfer were performed (this
transfer to mitochondna is considerated as the first rate-limiting step on ethanol metabolism), as well
as the activity of alcohol dehydrogenase (the main system responsible of ethanol oxidation). The
second series of experiments, the in vivo effect of different doses of piroxicam on the
phamacokinetic of blood ethanol administrated infragastrically were analyzed. The results were
fitted to & two-compartment mathematical modsl. This model takes in cansideration: 1 ) first-pass
ethanol metabolism, 2) ethanol ahsorption rate, and 3) hepatic metabolism of ethanol.
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The obtained result show that piroxicam (no dypirone) increases reducing-equivalent transfer
in mitochondria at concentrations observed al tharapeutically dosages. This increase is due to: 1)
an increase on citrulline production in mitochondna (an activity that need great quantities of energy
as ATP), and 2) the activity of piroxicam as a weak uncoupling agent that produce a discrete
increment on oxygen consumption of resting mitochondna. On other side, piroxicam does not
change liver alcohol dehydrogenase activity.

The results obtained in vivo, after applying the mathematical model, show that piroxicam
reduced ethanol absorption rate, probably by a diminution on gastric emptying rate.

The combination of these effects (diminished ethanol absorption and increased reducing-
equivalent transfer in mitochondna) explains the observed reduction on blood ethanol concentration
when ethanol and piroxicam are administrated simultaneously.

Additionally it is showed in general terms that. 1) blood ethanol curves fit better to a saturable
Michaelis-Menten kinetic model than to a first order kinetic model, 2) estimation in vivo of ethanol
oxidation rate on basis to slope measurements of blood ethanol curves do not have physiological
significance, and 3) from a single blood ethanol curve it is no feascible to estimate simuftaneously
and accuracily ethanol first-pass metabolism and ethanol hepatic metabolism.
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Consumo de bebidas alcohdlicas.

De todas las drogas conocidas, el etanol constituye sin lugar a dudas desde tiempos
inmemoriales, fa primera sustancia enviciante empleada por el hombre, y su consumo es
legalmente aceptado porla mayoria de jos gobiernosyy religiones del mundo. El consumo de etanol
o alcohol etilico esta tan ampliamente generalizado, que en algunos paises la ingestidn per capita
de bebidas alcohdlicas como cerveza, vino y destilados sobrepasa los 150 litros anuales; en la ex
Rep. Democratica Alemana por ejemplo, el consumo per capita solo de cerveza es de 145 litros
anuales, mientras que el de bebidas destiladas es de 12.5 litros al afio'; talia en cambio, presentan
el mayar consumo per capita de vino, con 79 litros anuales; sin embargo, debido a los distintos tipos
de bebidas alcohdlicas ingeridas en diferentes naciones y sus amplias diferencias en cuanto
contenido alcohdlico, la mejor manera de comparar el consumo de etanol entre diferentes
poblaciones, es a través de la estimacion del consumo total de alcohol etilico puro, considerando
por tanto, ademas del tipo de bebida ingerido, el porcentaje de etanol puro presente en esta; asi
las cervezas por ejemplo, contienen alrededor de 3.5 - 6.0% de etanol puro, los vinos en general
de 12 -14% y las bebidas destiladas 40%. La tabla | muestra a manera de ilustracién el consumo
per capita anual de bebidas alcohdlicas y su equivalente en litros de alcohol absolute, para algunas
de las naciones con mayor consumo de bebidas alcohélicas: de esta forma puede observarse que
en 1987, Francia y Luxemburgo fueron los pafses con mayor consumo de etanol (13 litros anuales),
seguidos de Espafia y Suiza (con 12.7 y 11.0 litros respectivamente). En México, et consumo per
capita de etanol se estimé para 1984 en alrededor de 5.4 litros anuales (Souza y Macharro, 1988),
que no corresponde a un consumo muy elevado en comparacion con otros paises; sin embargo
es importante hacer notar que la mortalidad por cirrosis hepatica, un indicador clasico del abuso
en el consumo de behidas alcohdlicas, presenta en nuestro pafs una de las tasas mas elevadas
a nivel mundial (ver Tabla Il), por lo que no es de extrafiar que el alcoholismo en México sea un
problema de Salud Publica de primer orden; de hecho, la mortalidad por cirrosis hepatica en
México, se ha ubicado en las Gjtimas décadas dentro de las diez primeras causas de muerte en la
poblacién general (Narro-Robles et al., 1992).

La Tabla lll muestra las causas de mortalidad mas importantes para la poblacion general
en México correspondientes a 1992, en donde |a cirrosis hepatica ocupd el séptimo lugar, siendo
responsable de la muerte de 19 105 personas ese afio (Secretaria de Salud, 1994)%. Si se

' Esimportante tener presente que el consumo per capita considera al total de |a poblacién,
incluyendo nifios y personas que habitualmente no ingieren bebidas alcoholicas, porlo que
el consumo promedio real entre {a poblacion bebedora debe ser mucho mayor.

* Sibien es cierto que no todas ias muertes por cirrosis hepatica son atribuibles al abuso en
el consuimo de bebidas alcoholicas, tambien es cierto que no todas las muertes por cirrosis
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considera ahora exclusivamente a la poblacion economicamente activa, es decir aquella
comprendida entre los 15y 65 afios de edad (ver Tabla IV), su relevancia es ain mas dramatica,
ya que la cirrosis hepatica ocupd en la poblacion masculina el tercer iugar, colocandose solo
después de los accidentes y homicidios como causas de mortalidad; en la poblacion femenina en
cambio, ocupd el sexto lugar®. Esta diferencia en cuanto a sexo, se debe principalmente a los
distintos habitos de consumo de bebidas alcohdlicas en hombres y mujeres, En la tabla V se
muestran los patrones de consumo de bebidas alcohdlicas, para la poblacion urbana de 18 a 65
afios de edad de acuerdo con los resultados obtenidos en la Encuesta Nacional de Adicciones
realizada en 1988 (Tapia-Conyer el al., 1990; Sistema Nacional de Encuestas de Salud, 1990). En
ella puede observarse que mas de la mitad de la poblacion general (en este rango de edades)
ingiere bebidas alcohdlicas y de ésta, 2/3 corresponde a individuos de sexo masculino, guienss
ademas constituyen casila totalidad de los bebedores consuetudinarios; de esta manera, no es de
extrafiar la gran diferencia en mortalidad por sexos.

Tabla I. Consumo anual per capita de etanol total (calculado como alcohol absoluto), vino,
cervezas y hebidas desliladas en algunos paises con mayor consumo,

Consumo totalde  Consumo de Consumo de Consumo de

alcohol vino bebidas cerveza
Pais (litros de elanol (litros) destiladas (litros)
absoluto) (litros de etanol
al 40% Vol/Vol)
Francia (14.2) 13.0 75.1 5.75 56,2
Luxemburgo 13 58.5 6.25 116.5
Espania 12.7 54 7.5 64.5
Suiza (11.1) 11.0 49.5 5 69.3
Hungria (11.5) 10.7 21.5 11.75 100.2
Beélgica 10.7 23 5.5 121.1
Rep. Fed. Alemana (11.9) 10.6 25.8 55 144.2
Portugal (12.9) 10.5 64.3 1.8 40
Rep. Dem. Alemana 10.5 10 12.5 145.0
(continua)

alcohdiica son diagnosticadas correctamente, por lo que es probable que ambos errores
se compensen mutuamente. De cualquier manera, la mortalidad por cirrosis hepética
siempre guarda un estrecho paralelismo con el consumo de behidas alcohdlicas dentro de
una misma poblacion.

* Debe mencionarse que en 1983, la cirrosis hepatica ocupd el primer lugar como causa de
mortalidad en la poblacion general de 15 a 65 afos (Cavazos-Ortega et al., 1989).



Riveros-Rosas, H. o Alcoholismo  xiii

Tabla l.

continuacion, N —
ltalia 10 79.0 2.75 33.3
Austria (11.0) 9.9 321 375 118.3
Dinamarca (10.4) 9.6 20.6 3.75 118.1
Bulgaria 8.9 225 7 66.4
Argentina 8.9 58.1 23.25 <40.0
Australia (9.4) 8.8 215 3.25 108.2
Checoslovaquia (9.5) 8.6 13.7 8.25 130
Holanda (8.6) 8.3 14.6 525 84.3
Nueva Zelanda (8.1)8.3 15.3 4 121.7
Canada (8.0)7.8 9.8 6.5 81.1
Rumania 7.6 28 5 44
Estados Unidos (7.9 76 9.1 6 90.1
Yugoslavia 7.6 25 5 51
Gran Bretafia 7.3 " 4.25 110.5
Polonia (6.2)7.2 8.4 11.75 <40.0
Finlandia (6.6) 7.1 8.4 8 68.1
Japon (5.9) 6.3 <8.4 575 432
Chipre 6.3 13.2 6 46.6
Uruguay 5.5 25.7 4 $27.2
Suecia (6.2)5.4 11.8 5 51.5
Grecia 5.4 31.8 <3.25 <40.0
México 54"

Datos tomados de Py6rélé (1990), de acuerdo a estimaciones realizadas en 1987. Los datos
entre paréntesis de consumo lotal de alcohol etilico puro son tomados de Skog (1988) y
corresponden a estimaciones efectuadas en 1984 (es importante considerar que las diferencias
entre los consumos reportados por un estudio y otro, reflejan en la mayor parte de los casos,
cambios reales en las tendencias de consumo de elanol per capila, y no errores o incertidumbre
en la estimacion.
?  Tomado de Nerad y Neradoba (1991), de acuerdo a una estimacion realizada en 1985,
®  Tomado de Souza y Machorro (1988), de acuerdo a una estimacion realizada en 1984.
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Por otra parte, se
estima que el 12.5% de la
poblacion masculina de
18 a 65 afios cumple los
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Tabla Il. Mortalidad por cirrosis hepdtica en la poblacion

qeneral de algunos paises.

Pais

Tasa de Mortalidad por
Cirrosis hepatica

criterios de dependencia, (por 100 000 hab.)
mientras que en |a pobla-

cion femenina el porcen-  Hungria (1983) 39.2
taje es de 0.6%, lo que  Aystria (1983) 30.2
determina que el 5.9% de .

la poblacién total en ese Portugal (1982) 301
rango de edad debe ser Francia (1981) 27.6
cc{msnderada como alco- Rep. Fed. Alemana (1982) 25.2
hélica. Este porcentaje

extrapolado tentativamen- México (1985) 22,2
te al total de la poblacién Japén (1982) 14.0
mexicana tanto urbana

como rural (lo cual no es  Suiza (1984) 12.3
necesariamente valido,  pinamarca (1984) 191
pero es una buena apro- .

ximacion), arroja una cifra Estados Unidos (1982) 12.0
de alrededor de ! 4 millo Polonia (1984) 1.3
hes j de personas con .- 4o (1984) 8.8
problemas de alcoho-

lismo* (esto tltimo nohace  Suecia (1984) 8.2
mas que resaltar al alco- Australia (1983) 76
holismo como uno de los

principales problema de  Finlandia (1984) 7.0
salud en México). Noruega (1984) 6.1
Mortalidad atribuible ai  Holanda (1983) 5.3
alcohol, Nueva Zelanda (1983) 3.8

Si consideramos
ademas que la cirrosis
hepatica no es la Unica
causa de muerte para los

La tabla fue elaborada en base a los datos reportados por Skog

(1988) y Narro-Robles (1992).

individuos alcohélicos (de hecho ni siquiera es la més imporiante), y que existen otras causas de

* Si consideramos que los individuos alcohtlicos a su vez afectan a otras personas como
familiares, amigos, comparieros de trabajo entre otros, el nimero de individuos afectados
se multiplica sensiblemente: suponiendo solo 5 personas afectadas por cada alcohdlico,
tenemos alrededor de 20 millones de personas afectadas por problemas de alcoholismo,
casi una de cada cuatro personas en todo el pals.
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muerte como por ejemplo: neoplas-

; Tabla lll. Principales causas de mortalidad en la
mas malignos, desordenes mentales,

poblacion general en México, (1992)

enfermedades  cardiovasculares,
accidentes, homicidios, etc.; es claro
entonces que la mortalidad total atri-

Causa Tasa de mortalidad
{por 100 000 habitantes)

buida a problemas de alcoholismo es
mucho mayor que la asociada solo a

Total 4723

cirrosis hepatica, causa que ya de En. del corazon o1
por si es muy importante entre la Tumares malignos 650.4
poblacion general mayor de 15 aiios. Accidentes 441
El Cuadro | muestra las cau- .

sas de mortalidad relacionadas al Diabetes 32.6
consumo de etanol clasificadas por Afecciones perinatales 25 1
categoria diagnostica, asi como tam-
bién la fracc?én de mortalidad atri- Enf. Cerebrovascular 24.7
buible al alcohol para cada una de Cirrosis y Enf. 22.0
estas causas; en este se observa Cronicas del higado
que una gran proporcion de las Neumonia e influenza 21.5
enfermedades y neoplasmas malig
nos del aparato digestivo son produ- Homicidios 19.1
cidos por el abuso del alcohol (10- Enf. Infec. Intestinales 16.4
100%), asi como también una pro- L
porcion considerabie de homicidios E&?g%’;ﬂas dela 118
(46%), suicidios (28%) y accidentes
diversos, principalmente vehiculares Nefritis, sindrome 10.6
(42%). De esta manera, se tiene que nefrotico y nefrosis
en los EE.UU. por ejemplo (uno de Anomalias congénitas 10.1
los paises con estud|o§ mas comple- Bronqitis, enfisema y 96
tos al respecto), el nimero total de asma
muertes atribuibles al alcohol en
1987 fue de 104 984, con una tasa Tuberculosis 5.2
de mortalidad para la poblacion ge- Anemias 4.7
neral de 43.1 por cada 100 000 habi- o
tantes, mientras que la cirrosis hepa- g&%‘ggsaﬁlw”w y 35
tica por si sola produjo en ese mismo
afo 26 351 muertes (solo la cuarta Sindrome de depend. 3.0
parte de la mortalidad total atribuible det alcohol
al etanol) con una tasa de mortalidad SIDA 2.9
de 10.8 por cada 100 000 habitantes o

Septicemia 2.8

(Stinson y DeBakey, 1992). Asi, la

mortalidad relacionada al consumo
de etanol en ese pais comprende

Basado en las Estadisticas Vitales de 1992, publicadas
por la Secretarfa de Salud (1994)
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Tabla IV. Principales causas de defuncion entre la poblacion de 15 a 65 afios de edad, segun

sexo en México (1992). e
Total Hombres Mujeres

Causa Tasa Causa Tasa Causa Tasa
Accidentes 48.7  Accidentes 83.8  Tumores malignos 45.0
Tumores malignos 38.0 Homicidios 524  Enf. del corazon 232
Enf. del corazon 29.4  Cirrosis y enf. cr6- 43.4  Diabetes mellitus 227

nicas del higado
Homicidio 28.4  Enf. del corazon 356 Accidentes 13.8
Cirrosis y enf. 26.6  Tumores malignos 309 Enf. cerebrovasc, 10.5
cro-nicas del
higado
Diabetes mellitus 22.5 Diabetes mellitus 222 Cirrosis y enf. cro-  10.0
nicas del higado
Enf. cerebrovasc. 10.6  Trastornos 13.6  Nefritis, sind. 6.9
mentales nefrotico y nefrosis

Trastornos 7.3 Enf. cerebrovasc. 10.7  Compl. embarazo, 53
mentales parto y puerperio
Nefritis, sind. 7.1 SIDA 8.2  Enf Inf Intestinales 46
nefrético y nefrosis
Tuberculosis 6.0  Tuberculosis 7.7 Enf sist. nervioso 4.5

Tasas de mortalidad calculadas por 100 000 habitantes.
Calculos elaborados en base a la informacion asentada en las Estadisticas Vitales y de

Mortalidad 1992, publicadas por la Secretaria de Salud (1994).

aproximadamente el 5% de la mortalidad total, constituyendo una de las primeras causas de muerte
en la poblacién general de éste pais.

La Tabla VI muestra para el caso particular del estado de California en EE.UU.,, las tasas
de mortalidad atribuibles al consumo de etanol, por sexo, categoria diagndstica y tipo de poblacion
en 1989; en ella puede observarse que: la poblacion masculina presenta un riesgo mucho mayor
de mortalidad en comparacion con la femenina; que la mortalidad total atribuible al etanol es
alrededor de 4 veces mayor ala atribuible solo a cirrosis hepética; y que existen algunas diferencias
significativas en las tasas de mortalidad por categoria diagndstica entre las poblaciones blanca,
negra e hispanicas®: resaltando la poblacién negra como la mas propensa a mortalidad por

® La poblacion asiatica en este caso esta poco muestreada como para obtener conclusiones

al respecto.
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Tabla V. Poblacion urbana de 18 a 65 aiios segtin patron de consumo de alcohol, por sexo.

Poblacion urkana (%)

Patron de Consumo

Masculina Femenina Total
Bebedor Consuetudinario 14.2 0.6 6.8
Bebedor frecuente de alto nivel 13.1 14 6.8
Bebedor frecuente de bajo 3.8 31 34
nivel
Bebedor moderado alto 20.9 2.7 111
Bebedor moderado bajo 6.9 7.2 7.1
Bebedor poco frecuente 14.5 21.5 18.3
Abstemio 26.6 63.5 46.5

El total de la poblacion urbana estimada es 12 893 600 individuos de sexo masculino y
15 088 100 individuos de sexo femenino (27 981 700 individuos en total): los resultados
obtenidos corresponden a una muestra representativa de fa poblacion urbana que incluye todas
las poblaciones con al menos 2 500 habitantes.

La clasificacion de los patrones de consumo se realizé de acuerdo a los siguientes criterios:

Abstemios. Personas que reportaron no consumir bebidas alcohdlicas o hacerle con una
frecuencia menor de una vez al afio.

Bebedores poco frecuente: Personas que reportaron consumir una vez al afio, 0 con mayor
frecuencia, pero menos de una vez al mes.

Bebedores moderados de bajo nivel. Personas que reportan consumir una vez al mes o con
mayor frecuencia, pero menos de una vez por semana y nunca consume mas de 5 copas por
ocasion de consuma.

Bebedores moderados de alfo nivel: Personas que reportan consumir una vez al mes o con
mayor frecuencia, pero menos de una vez a la semana y que consumen 5 copas 0 mas por
ocasidn de consumo, por lo menos una vez al afio.

Bebedores frecuentes de bajo nivel: Personas que reportan consumir una vez por semana o con
mayor frecuencia y que nunca consumen 5 copas o mas por ocasion de consumao.

Bebedores frecuenles de alto nivel: Personas que reportan consumir una vez por semana o con
mayor frecuencia y que consumen 5 copas 0 mas por ocasién de consumo, por lo menos una
vez al afio.

Bebedores consueludinarios: Personas que reportan consumir una vez por semana o con mayor
frecuencia y que consumen 5 copas o mas por ocasion de consumo, por lo menos una vez por
semana.

Fuente: Encuesta Nacional de Adicciones (1990).
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neoplasmas malignos, la poblacién hispanica como la de menor riesgo de mortalidad por enfer-
medades cardiovasculares y respiratorias, y la pablacion blanca como la de menor mortalidad por
lesiones intencionales (en particular homicidios). La labla VIl muestra el porcentaje de maortalidad
atribuible al alcohol por categoria diagndstica en California, EE.UU. (Sutocky et al., 1993) y Espaiia
(Yafez et al., 1993), en donde se observa claramente que las enfermedades digestivas en conjunto
(incluyendo ta mortalidad por cirrosis hepatica) corresponden solo a una fraccion de la mortalidad
total (23.6-24.5%), de esla manera se resalta también la importancia de las otras causas de mor-
talidad alribuibles ai alcohol. Por otra parte es importante mencionar, que 1as lesiones en conjunto
(intencionales y no intencionales), son la primera causa de mortalidad en ia poblacion alcohélica,
sin embargo, existen importantes diferencias en este rubro entre California y Espana (54% vs
26.1%); de cualquier manera el porcentaje de mortalidad atribuible al alcohol con respecto a ta mor-
talidad total es similar (6%), convirtiéndose tanto en Espafia como en California, en la segunda
causa de muerte enla poblacion general (dentro del grupo de causas prevenibles), ubicandose solo
después de la mortalidad por tabaquismo, que produce entre el 13% (Espafia) y 20% (EE.UU.) del
total de muertes. Estas cifras ya de por si significativas, es posible que estén muy subestimadas
(Petersson et al., 1982; Pallock et al., 1987; Romelsjo et al., 1993; Sutacky et al., 1993), ya que
existen considerables discrepancias entre los diagnésticos clinicos empleados cotidianamente para
determinar las causas de mortalidad, con los corroborados a través de autopsia, ademas de que
en general solo se reporta la causa de muerte subyacente o fundamental, sin atender la posibilidad
de causas multiples; de hecho Petersson et al., (1982) estima que el numero real de muertes
atribuibles al alcohot puede ser seis u ocho veces mayor al reportado oficialmente.

"Cuadro I. Causas de mortalidad relacionadas al consumo de etanol, clasificadas por categoriag::f:
~diagndstica, de acuerdo a la Clasificacion Internacional de Enfermedades, novena edicion (ICD -
9) y fraccion de la mon‘al{dad atri lbwble al al(,ohol (FAA )

ff‘iCategona Dlagnos-

:Neoplasmas malig- Cancer de los tabios, cavidad bucal y 0.50°

. nos faringe (140-149)
Cancer del esdfago (150) 0.75
Cancer de! estomago (157) 0.20
Cancer del higado y los conductos biliares 0.15
intrahepaticos (155)
Cancer de la laringe (167) 0.50°
“Desordenes menta-  Psicasis alcohdlica (291) 1.00
‘les Sindrome de dependencia at alcohol (303) 1.00
B Abuso no dependiente del alcohol (305.0) 1.00
. Enfermedades car-  Hipertension esencial (401) 0.076
“diovasculares Cardiomiopatia alcohdlica (425.5) 1.0
5 Enfermedad cerebrovascular (430-438) 0.065

(Continua)
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Tuberculosis respiratoria (0711, 012) 0.25

Neumonia e influenza (480-487) 0.05

Enfermedades del eséfago, estdmago y 0.10
duodeno (530-537, excepto 535.3)

Gastritis alcohdlica (535.3) 1.00

Higado graso alcohdlico (571.0) 1.00

Hepatitis alcohdlica aguda (5717.17) 1.00

Cirrosis hepatica alcohdlica (571.2) 1.00

Darios no especificados al higado por alcohol 1.00
(571.3)

Cirrosis hepatica sin mencion del alcohol 0.50
(571.5)

Pancreatitis aguda (577.0) 0.42

Pancreatitis cronica (577.1) 0.60

Accidentes vehiculares (£810-£825) 042

Accidentes con bicicletas y otros accidentes 0.20
en caminos vehiculares (£826, £829)

Accidentes en transportes acuaticos 0.20
(E830-£838)

Accidentes en transportes aéreos y 0.16
espaciales (E840-£845)

Envenenamiento por alcohol 1.00
(£860.0, £860.1)

Caldas accidentales (£880-£888) 0.35

Accidentes causados por fuego 045
(E890-£899)

Ahagamiento accidental (£910) 0.38

Otros darios (frio excesivo (£9017);obstruccion del tracto 0.25

respiratorio por comida (£911); accidentes causados

por abjetos, maquinaria o instrumentos punzocortantes

(E917-£920); accidentes causados por arma de fuego

(E922); envenenamiento por liquidos o solidos con

motivacion indeterminada (£980)

Suicidios (£950-£959) 0.28

Homicidios (£960-£969) 0.46 :

Diabetes mellitus (250) 0.05

Otras causas diag-
osticas

Polineuropatia alcohdlica (357.5)

3 Pa}a el caso de mujeres el valor estimado es 0.40




Tabla VIi. Tasas de morialidad atribuibles al consumo de alcohol, por sexo, categoria diagnostica y tipo de poblacion en
California, EE.UU. (1989) 3.

Poblacién Totai Poblacion Poblacién Poblacién Poblacién
Categoria Diagnostica Blanca Negra Hispanica Asiatica y
Hombres Mujeres Total otras
Neoplasmas malignos 18 7.6 12.5 13.4 201 6.7 11.2
Desordenes mentales 4.4 1.3 28 2.7 5 3.1 1.1
Enfermedades 7.7 8.3 8.6 87 12.1 4 52
cardiovasculares
Enfermedades respiratorias 4.1 4.2 4.2 4.8 4.2 2.1 2.3
Enfermedades digestivas 236 10.8 16.2 17.7 i9.5 17.8 7.1
Lesiones no intencionaies 17.4 7.1 12.1 12.7 12.1 12.3 7.8
Lesiones intencionales 18.1 4.5 11.1 8.8 33 127 57
Otras 1.2 1.3 1.3 1.2 27 1.4 0.6
Total €3.21 28.63 45.68 50.28 £86.63 36.28 24.62
Namero total de muertes 3 058 4218 13 276 8 591 1454 2 551 680

relacionadas con el alcohol

Tasas de mortalidad calculadas por cada 100 000 habitantes.
Como referencia, la tasa de mortalidad por cirrosis hepatica fue para la poblacion tcotal fue 11.4 (15.6 para hombres y 7.£
para mujeres); para la poblacién blanca: 11.9; para la poblacién negra: 12.0; para la potlacidn hispanica: 12.5 y para la
poblacién asiatica y otras: 5.1

# Calculadas a partir de datos de Sufocky et al., {1993).
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Tabla Vil Porcentajes de mortalidad atribuibles al consumo de alcchol, por sexo y categoria diagndstica.

Categoria Diagnostica

California, EE.UU. (1989) 2

Espaia (1986) °

H 'SBS0y-S0IAR

Hombres Muijeres Totat Hombres Mujeres Total
Neoplasmas malignos 12.4% 12.4% 12.4% 29.3% 16.2% 26.0%
Desordenes mentales 53% 3.6% 4.8% 2.1% G.5% 1.6%
Enfermedades cardiovasculares 5.9% 15.6% 9.0% 10.5% 31.1% 17.1%
Enfermedades respiratorias 2.8% 6.9% 4.1% 2.8% 4.3% 3.3%
Enfermedades digestivas 24.7% 23.9% 24.5% 25.6% 19.4% 23.6%
Lesiones no intencionales 26.1% 23.2% 25.2% 23.1% 16.9% 21.1%
Lesiones intencionales 21.9% 12.2% 18.8% 5.4% 3.8% 5.0%
Otras 0.8% 2.2% 1.3% 1.1% 4.7% 2.3%
Numero total de muertes 9 058 4 218 13 276 12 852 6 141 18 893
relacionadas con el alcohol
Porcentaje respecto al total de 8.00% 4.10% 6.2% 7.90% 4.20% 6.10%

mueries

# Sutocky et al., (1993}
® Yanez et al., (1993)

IXX  OWSIOLOI]Y
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En México, no existen estimaciones de la mortalidad total atribuible al alcohol, aunque si
puede elaborarse una estimacion provisional, aplicando las fracciones de mortalidad atribuibles al
alcohol (FAA) publicadas por Stinson y DeBakey (1992) a las principales causas de mortalidad en
la pablacion mexicana reportadas por la Secretaria de Salud (1994) para 1992.

La estimacion preliminar obtenida en este trabajo (ver Tabla VIil), indica que la mortalidad
total atribuible al alcohol en la poblacion general, es alrededor de 55.2 por cada 100 000 habitantes,
colocandose solo por debajo de la mortalidad atribuida a las enfermedades del corazon, y
ligeramente por arriba de la atribuida a los tumores malignos, que ocupan en principio el primer y

Tabla VIl Estimacion del numero de decesos atribuibles al consumo de alcohol, por
sexo y categoria diagnéstica en Meéxico (1992).

Paoblacién total

Categoria Diagnostica

Hombres Mujeres Total

Neoplasmas malignos 1394 767 2161

Desordenes mentales 2403 184 2587
(sind. dependencia del alcohol)

Enfermedades cardiovasculares 860 1049 1 909
(enf. cerebrovasc.)

Enfermedades respiratorias 980 614 1594
(neumonia y tuberculosis)

Enfermedades digestivas 14 891 4307 19198
(cirrosis hepatica)

Lesiones no intencionales 8234 2 155 10 389
(Acc. tréfico, caidas,
ahogamiento acc., elc.)

Lesiones intencionales 7 633 1056 8 689
(homicidios y suicidios)

Otras 626 783 1 409
(Diabetes mellitus)

Total de decesos atribuibles al 37 021 10 915 47 936

alcohol

Tasa de mortalidad total atribuible 85.26 25,18 55.24

al alcohol

Porcentaje respecto al total de 15.82% 6.22% 11.70%

muertes

Estimacién realizada en base a las estadlsticas vitales y de mortalidad de 1992,
publicadas por la Secretaria de Salud (1994), y aplicando las fracciones de mortalidad
atribuibles al alcohol publicadas por Stinson y DeBakey (1992). Para el caso de
homicidios y acc. de trafico se considerd una FAA de 0.5, tomando en cuenta los
informes de la Secretaria de Gobernacidn (Consejo Nacional contra las Adicciones
(1987)).
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seguindo lugar como causas de mortalidad. Este valor preliminar de mortalidad atribuible al
alcoholismo comprende alrededor del 11.7% de todos los decesos ocurridos en 1992 para
individuos de todas las edades, o sea 47 936 muertes, siendo mds afectada la poblacion masculina
en comparacion con la femenina, ya que la tasa de mortalidad para los hombres es casi 4 veces
mayor que la de las mujeres.

Este porcentaje de mortalidad atribuible al alcohol -11.7%- en la poblacion general de
México en 1992, es mayor que el 5% estimado en fos EE.UU. en 1988 (Stinson y DeBakey, 1992),
el 6.1% estimado en Espafia en 1986 (Yarez et al., 1993), o el 9% estimado en Francia en 1985
(Pignon y Hill, 1991), que son paises que presentan un consumo de alcohol per capita mucho
mayor que el nuestrn,

Si consideramos ahara, solo la poblacion comprendida entre los 15 y 64 anos de edad, que
es la mas afectada por problemas de alcohalismo (ver Tabla 1X), tenemos que la tasa de mortalidad
atribuible al alcohol para la poblacion masculina, es alrededor de 109.4 por cada 100 000, mientras
que la correspondiente a la pohlacion femenina es 22.7, quedando en 65.8 la tasa correspondiente
a la poblacion total en ese rango de edad. Estas cifras, colocan a la mortalidad atribuible al alcohol,
muy por encima de cualesquier otra causa de martalidad previamente identificada para la poblacion
masculina y total, en éste rango de edad. De hecho, resulta casi increible el constatar que estas
tasas de mortalidad comprenden el 27.55% del total de las muertes en la poblacién masculing, y
el 21.85% para |a pablacidn total de 15 a 64 afios de edad.

Incidencia del sindrome de alcohol fetal.

Este cuadro se torna alin mas dramatico, si a todos los problemas de mortalidad asociada
al alcoholismo, se afiaden ahora, los relacionados con las malformaciones en el desarrollo
embrionario inducidas por el consumo de alcohol durante el embarazo. En este sentido, el
sindrome de alcohal fetal tiene el triste récord de estar colocado entre las tres principales causas
de malformaciones en nifios, con una incidencia del orden de 0.33 a 2 casos por cada 1000 nifios
nacidos vivos (Abel y Sokol, 1984, 1991; Miller ef af., 1935), lo que la coloca al mismao nivel de
incidencia que el sindrome de Down o el de la espina bifida®. Los nifios que nacen con sindrome
de alcohol fetal se caracterizan por presentar un retraso mental medio o moderada’, un crecimiento
deficiente, una mayor incidencia de malformaciones en diversas partes de su cuerpo y en una
importante proporcion de los casos, presentan una apariencia facial peculiar (Webster, 1988); de
hechao, la quinta parte de estos nifios, muere a las pocas semanas de vida, y se saspecha que
muchos otros mueren antes de nacer. Ademas, si consideramos que una importante cantidad de
niftos estan afectados en menor grado por la exposicion fetal a alcohol, resulta que la incidencia
de nifios con efectos fetales por alcohol puede ser 3 o 4 veces mayor que la incidencia del
sindrome de alcohol fetal como tal (Webster, 1988), lo que coloca al etanol, como la principal causa
de malformaciones en nifios, siendo ademas, fa Unica entre las tres mas importantes, que es

% Par comparacion, la incidencia de slindrome de Down es de 1.5 casas por cada 1000, y el de
espina bifida es 1 de cada 1000 nifios nacidas vivos.

" Estos nifios tiene un |Q promedio de G8-70 (Warren y Bast, 1988)
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perfectamente evitable®. Todo esto, no hace mas que subrayar la imperiosa necesidad de controlar
los problemas derivados del alcoholismo, un mal que en principio es perfectamente evitable.

Pérdidas economicas atribuibles al alcohol.

Por ultimo, es importante mencionar que el alcoholismo, ademas de producir un importante
niimero de pérdidas humanas tal y como se describio en parrafos anteriores, genera también una
gran cantidad de pérdidas econdmicas para la sociedad, y que incluyen una gran diversidad de
rubros tales como gastos médicos, destruccion y pérdida de bienes, mayor indice de criminalidad,
disminucion en la productividad por enfermedades y muerte prematura entre otros rubros, por lo
que al integrar todo el conjunto de pérdidas bajo una base econdmica, el costo social resulta
exorbitante; en los EE.UU. por ejemplo, se estima que las pérdidas anuales derivadas por
problemas de alcoholismo oscilan entre $ 85 800 y $ 150 000 millones de dolares® (National
Institute of Alcoho! Abuse and Alcoholism, 1987; Bowen, 1988; Burke, 1988; Rice etal,, 1991; Miller
y Blincoe, 1994), lo que equivale en promedio a una erogacion equivalente a $ 1 ddlar por cada
ocasion que "alguien” consume una "bebida" alcohdlica (lo mas dramatico, es que la mayor parte
de esa erogacion no la realizara ese "alguien”, sino otra persona ajena).

Cuando se compara la magnitud de las pérdidas econémicas derivadas del abuso del
alcohol, con las ocasionadas por otros problemas sociales también prevenibles, resulta que
ninguno de ellos es equiparable al problema de alcoholismo: por ejemplo: los costos sociales
derivados del consumo de drogas ilicitas en los EE.UU., se estima en alrededor de $ 60 000
millones de dolares anuales (Bowen, 1988; Burke, 1988; Rice et al., 1991); el tabaquismo, que
produce anualmente 400 000 muertes directas entre fumadores, y 53 000 muertes indirectas entre
fumadores pasivos, produce perdidas econdmicas del orden de $ 51 600 millones de dolares
anuales (Lesmes y Donofrio, 1992); e inclusive los problemas de contaminacion tienen un impacto
mucho menor: en California por ejemplo, el estado de nuestro vecino pais con mayores problemas
de contaminacidn, se estima que el nimero total de muertes prematuras por contaminacion es de
alrededor de 1 600 al afio', y las pérdidas econdmicas totales ascienden a $ 10 000 millones de
dolares anuales (Hall et al., 1992); por comparacidn, en ese mismo estado el alcoholismo ocasiona
mas de 13 000 muertes anuales (ver tabla V), con perdidas economicas del orden de los $ 15 000
millones de dolares (Sutocky et al., 1993),

Con toda esta informacion, resulta muy cuestionable entender cuales son los motivos que
tiene nuestra sociedad para considerar al alcohol, no solo como una droga legalmente aceptada,
si no como una droga cuyo "consuma” es ampliamente promocionado en los medios masivos de

¥ A estos problemas se debe afadir el hecho que los nifos de padres alcohdlicos, estan mas
propensos a padecer por problemas fisicos, emocionales y de salud mental en comparacion
con el resto de los nifios (Woodside, 1988).

® Para dar una idea de la cifra, $ 150 000 millones de dolares equivale al total de la deuda
externa de nuestro pais al mes de mayo de 1995.

" Resulta un tanto inesperado que esta cifra de muertes al afio se deba mas que a problemas
por ozono, a la presencia de particulas suspendidas con diametro menor a 10 micras.
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Tabla IX, Estimacidn del numero de decesos atribuibles al consumo cle alcohol, por
sexo y categoria diagnostica en México para la poblacion comprendida entre
los 15y 64 ailos de edad(1992).

Poahlacion de 15-64 anos

Categoria Diagnostica

Hombres Mujeres Total

Neopiasmas malignos 526 290 816

Desordenes mentales 1893 123 2016
(Sind. dependencia del alcohol)

Enfermedades cardiovasculares 249 250 499
(enf. cerebrovasc.)

Enfermedades respiratorias 515 290 805
(neumonia y tuberculosis)

Enfermedades digestivas 11318 2 656 13 947
(cirrosis hepélica)

Lesiones no intencionales 6 350 1090 7 440
(Acc. lréfico, caidas y
ahogamiento acc.)

Lesiones intencionales 7259 939 8 198
(homicidios y suicidios)

Otras 288 298 586
(Diabetes mellitus)

Total de decesos atribuibles al 28 398 5 936 34 307

alcohol

Tasa de mortalidad total atribuible 109.4 22.69 65.83

al alcohol

Porcentaje respecto al total de 27.55% 11.03% 21.85%

muertes

Estimacion realizada en base a las estadisticas vitales y de mortalidad de 1992,
publicadas por la Secretaria de Salud (1994), y aplicando las fracciones de mortalidad
atribuibles al alcohol publicadas por Stinson y DeBakey (1992). Para el caso de
homicidios y acc. de trafico se considerd una FAA de 0.5, tomando en cuenta los
informes de la Secretaria de Gobernacion (Consejo Nacional contra las Adicciones

(1987)).

comunicacion, y de Ia cual se transmite persistentemente una imagen positiva de su consumo. Solo
enlos Estados Unidos, se invierten alrededor de $ 8 000 millones de dolares anuales en campaiias
de publicidad (Howard et al., 1988); en México los fabricantes de hebidas alcohdlicas invirtieron en
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1991, solo en publicidad televisiva $ 1 210
597 millones de pesos, que les permitieron
promaocionar sus productos en promedio,
poco mas de 20 minutos diarios durante
todo el afo (instituto Nacionai del
Consumidor, 1992).

Si bien es cierto que el consumo
moderado de bebidas alcohdlicas propor-
ciona un considerable placer, ademas de
ciertos beneficios para la salud, como por
ejemplo una menor incidencia de enferme-
dades cardiovasculares (Shaper, 1993,
Stampfer et al., 1993), también es cierto 0

Poblacién dependiente del alcohal

que el abuso en el consumo de esta dro- 0-6 7-12 13 6 mis
ga, conlleva un sinnimero de problemas Escolaridad

que minimizan cualquier aspecto positivo. Figura 1. Porcentaje de la poblacion
En este sentido, es claro que algo no esta que presenta sintomas de dependencia
funcionando en nuestras politicas de al alcohol como funcién de la

escolaridad, medida como nummero de
ontrol, ya que en nuestro pals, tenemos > '
¢ yaq P afios cursados.

mas de 4 millones de personas con pro- Datos tomados de la Encuesta Nacional
blemas de alcoholismo. No es posible de Adicciones 1990.

permitir la libre promocion y consumo de

bebidas alcohdlicas, cuando un segmento

mayoritario de la poblacidn, no ha recibido una educacion que le permita al menos tener la
oportunidad de decidir en forma razonada, cuanto y como beber. No es comprensible como el
abuso de esta droga sea tolerado, y no esta penalizado, cuando las consecuencias de su abuso
rebasan con mucho a todo el resto de las drogas.

Comentarios finales.

Con esto, no se quiere decir que se trate de un problema de facil solucién, la mera
prohibicion de su consumo, no haria mas que incrementar la lista de drogas cuyo consumo es
licito, generando un mercado negro de bebidas alcohdlicas tal vez ain mas peligroso que los ya
existentes. Debe considerarse ademas, que un segmento importante de la poblacion se resistiria
a cualquier tipo de prohibicién generalizada sobre el consumo y produccion de bebidas alcohdlicas,
amén de que esta industria, da ocupacion a miles de empleados y es una importante fuente de
recursos para el estado. Este es un problema multifactorial (y multinacional), y que por lo mismo
debe ser atacado de manera simultanea desde diferentes frentes; los esfuerzos no deben centrarse
exclusivamente en la rehabilitacion de las personas alcohdlicas, porque en términos generales solo
uno de cada 10 acepta someterse a tratamiento en un aiio dado, y de estos, solo unos cuantos
obtienen resultados positivos (Nathan, 1988). En este sentido, los esfuerzos de prevencion suelen
tener un mayor impacto en términos de efectividad, aunque es necesario aclarar que no se han
desarrollado estudios que permitan estimar la relacion costo-beneficio, de cada uno de los
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diferentes programas instrumentados en contra del alcoholismo" (Wallen, 1988). Aqui, es
importante sefalar que la Unica variable significativa, que guarda una relacién inversa con fa
incidencia de alcoholismo, es el nivel de educacion (Sistema Nacional de ncuestas en Saiud,
1990; Tapia-Conyer et al.,, 1990). La Figura 1 muestra la incidencia de alcoholismo como funcion
del nivel de escolaridad alcanzado por cada individuo. En ella puede observarse que conforme el
nivel de estudios de un individuo es mayor, la probabilidad de padecer por problemas de
alcoholismo disminuye sensiblemente. Esto no quiere decir que la educacién sea una vacuna
mdgica contra el alcoholismo, pero si es un paliativo que incide poderosamente sobre éste
problema (amén de muchos otros derivados de la marginacion y falta de educacian). En éste punto,
debe quedar claro, que el término educacion no debe ser interpretado solo como un mayor
conocimiento de los problemas derivados del alcoholismo, ya que no es raro que en ocasiones ésta
informacion se traduce en un mayor abuso del alcohol (Howard et al., 1988). El término educacion
debe ser referido a un concepto mas integral, que comprenda no solo un mayor actimulo de
conocimientos, sino un cambio de actitud y comportamiento de los individuos. Esta tarea no es
sencilla y es tal vez utopica, pero a mi manera de ver, es una tarea que vale la pena intentar.
Resulta paraddjico, que el México actual con tantos problemas de alcoholismo, sea al mismo
tiempo descendiente de la tnica cultura que penalizo severamente el abuso en el consumo de
bebidas alcohélicas (ver cuadro Il).

Cuadro II.‘E/ consumo de bebidas alcohdlicas en e/.México antiguo.

En todas las culturas del mundo, |a elaboracion de bebidas embriagantes a
tenido una gran importancia en su historia y el México precolombino no es la
excepcion. Antes de la conquista, se elaboraban diversas bebidas fermentadas a
partir de miel 0 maiz, como por ejemplo el balché de los mayas y lacandones, o el
tesgiiino de los tarahumaras. Sin embargo, la bebida mas importante sin lugar a
dudas, fue el octli (o pulque en su denominacion actual), bebida que se fabrico y
consumio desde épocas muy tempranas en la mayor parte de las culturas
mesoamericanas, y a la cual se le atribuyd un origen divino.

El pulque es obtenido a través de la fermentacion del aguamiel o jugo de
maguey, motivo por el cual se le adjudicé a ésta planta una gran importancia,
ocupando también un lugar privilegiado tanto en la vida ritual, como en la vida
econdmica.

Existen diversos mitos acerca del descubrimiento del octli o pulque en las
diferentes culturas mexicanas: algunas de ellas sefialan que el tlacuache fue el
primero que descubrié los efectos del aguamiel fermentado, y lo regalé a los
hombres ensefandoles a prepararlo; Fernando de Alva Ixtlilxachitl en cambio, relata

""" Este tipo de informacién, es esencial para la toma de decisiones y la definicién de las

politicas mas adecuadas para prevenir los problemas derivados del abuso del alcohol.
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otra historia derivada de la tradicion indigena tolteca, en donde se dice que a finales
del primer milenio de nuestra era, Tecpancaltzin, rey de Tula, recibié diversos
regalos por parte de Papanizin, entre los cuales se destacd un jarro de pulque
elaborado por el mismo Papantzin, y que fue entregado al monarca de manos de su
hija Xaochitl. Tecpancéltzin se enamoré de la hermosa doncella y la hizo suya. De
sus amores resulté un nifio de nombre Meconéizin (cuyo nombre significa
“muchacho del maguey"), y quién de acuerdo a las profecias, marcaria el inicio de
la destruccion del reino de Tula y el derrumbe de la civilizacion tolteca.

Para los mexicas, el oclli represento alos dioses lunares y terrestres de la
abundancia y de las cosechas, llamados los Centzon Totochtin (cuatrocientos
[innumerables] conejos), quienes al igual que la diosa del maguey Mayahuel,
desemperiaron un papel capital en la mitologia azteca.

Si bien las historias acerca del octli resultan fascinantes en cada una de las
culturas mexicanas, también es cierto que los antiguos mexicanos conocian
perfectamente el peligro que significaba para ellos y su civilizacién las bebidas
alcohdlicas, atribuyendoles laraiz y principio de todo mal y toda perdicién, fuente de
adulterio y estupro, corrupcion de virgenes y violencia entre parientes. De hecho se
dice que el octli fue el causante de la ruina del reino de Tula, y marcé el fin de Ce-
Acatl-Topiltzin Quetzalcoatl. Por tal motivo, se establecié una politica represiva en
donde se prohibia beber octli al pueblo; los Unicos que podian beberlo eran los
viejos y los nobles, quienes debian hacerlo esporadicamente y sin emborracharse.
Cuando un mancebo era encontrado con oclli o borracho, se le azotaba en la plaza
frente a los demds mancebos para infundirles temor a emborracharse; esto sucedia
si era la primera vez que infringia la ley, pero cuando sucedia por segunda ocasion,
era azotado hasta causarle la muerte; este mismo destino sufrian los nobles si se
les encontraba borrachos.

Si bien estas restricciones tuvieron éxito en un principio, a la llegada de los
espanoles estas fueron quedando poco a poco en el olvido, por lo que ahora el
pulgue, despojado de su caracter ritual, se consume en grandes cantidades, sobre
todo en las zonas rurales, en donde resulta una bebida barata y facil de obtener.

Elaborado en base a informacion proporcionada por: Soustelle, 1983; Roman Celis,
1984 y Ramirez Caslarieda, 1994a, 1994b.
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=1 metabolismo o2 etanol

Aspectos Generales.

E! etanol, alcohoal etilico o simplemente alcohol, es un liquido incoloro y volatil de olor
caracteristico, que se produce principalmente a través de la fermentacion de azicares o
carbohidratos por accién de microorganismos, como por ejemplo, bacterias y levaduras. Es un
liquido de naturaleza polar, soluble en agua, cloroformo y acetona, entre otros solventes, y resulta
practicamente insoluble en grasas y aceites'”. La Tabla X resume algunas de sus principales
propiedades fisico-quimicas.

El etanol en los mamiferos es un metabolito que normalmente esta presente dentro de las
células en concentraciones bajas, del orden de 0.1 a 1 mM y su presencia no se debe
exclusivamente a la actividad de fermentacion de la flora gastrointestinal, sino también a una
pequeia produccion endogena en diferentes tejidos, especialmente en higado (McManus et al.,
1960; Krebs & Perkins, 1970; Baraona et al., 1986). Sin embargo, la principal fuente de etanol en
el hombre, no es su produccion enddgena, sino su consumo directo™.

El alcohol etilico es actualmente consumido en grandes cantidades a través de la ingestion
de diversos tipos de bebidas alcohdlicas, de esta manera en algunos paises el consumo per capita
de bebidas alcoihdlicas, como por ejemplo la cerveza, puede sobrepasar los 120 litros al afio en
paises como Alemania, Checoslovaquia, Nueva Zelanda y Bélgica (en el capitulo anterior se
ilustraron con mas detalle los consumos per capita de las principales bebidas alcohdlicas en
diferentes paises (ver Tabla 1), asi como también se discutieron algunos de los problemas sociales
relacionados).

"2 Es importante recalcar esto Gltimo, porque el etanol en algunas publicaciones ha sido

erroneamente descrito como una sustancia soluble en lipidos (e. g. Erickson, 1979;
Passmore, 1979; Agarwal & Goedde, 1989). Esta mal concepcidn posiblemente tiene su
origen en el hecho de que el etanol, por su pequerio tamario, es capaz de atravesar
libremente las membranas biolégicas, tal y como lo hacen también las moléculas de agua,
para las cuales si es ampliamente reconocida su insolubilidad en lipidos.

** Unicamente en casos raros, en pacientes con una asa intestinal ciega, y en donde hay una
sobreproduccion de la flora intestinal con Candida y otras levaduras, se pueden observar
niveles elevados de etanol en sangre por fermentacion de carbohidratos, que incluso
pueden producir una embriaguez manifiesta.
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Tabla X. Algunas propiedades fisico-quimicas del etanol,

9.21 Kcal mal"' (78.4 °C)

Propiedad Valor caracteristico Ref.
Sindnimos Alcaohol etilico, alcohol a
absoluto, alcohol anhidro,
alcohol deshidratado, hidrato
etilico, hidréxido etilico,
EtOH
. Férmula C,H,0 abec
CH,CH,OH
Peso molecular 46.0695 g mol’! c
Compasicion porcentual C.52.14% a
H:13.13%
0:34.74%
Densidad 0.7893 g cm™ (20 °C) c
0.798 gcm™® (20 °C) d
Punto de ebullicion 78.3°C b
785°C a,c
Punto de fusion -117.3°C b, ¢
-114.1°C a
Indice de refraccion 1.3611 ac
(20 °C con luz de sodio) 1.36242 d
Solubilidad en agua infinita (altamente a,c
higroscopico)
Solubilidad en otros solventes eter, acetona, benceno, b, ¢
metanol
Presion de vapor (EtOH 95%) 43 mm Hg (20 °C) b
Tension superficial 24.05 dinas cm™ (0 °C) c
Constante dieléctrica 24 .30 (25°C) c
Momento dipolar 1.69debye c
Viscosidad (20 °C) 0.01200 poises c
0.0141 poises (EtOH 95%) b
Calor especlfico (EtOH 95%5" 0618 calg'K' (23°C) h
Entalpia de fusion (AH,,,) 26.05 cal g c
Entalpla de vaporizacion (AH,,,) 10.11 Kcal mol™ (25 °C) c

(cont.)
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Tabla X, continuacion.
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Energia de enlace 93 £ 1 keal mol* (298 K) ¢
H-CH(CH,)OH
Entalpia estandard de formacion (AH,") C
gas  -51.969 Kcal mol’ (0°C)
-56.19 Kcal mol” (25 °C)
liquido  -66.37 Kcal mol' (25 °C)
acuoso (m=1) -68.9 Keal mol™" (25 °C)
Energia libre estandard de formacion c
(AGY) gas  -40.29 Kcalmol' (25 °C)
liquido  -41.80 Kcal mol' (25°C)
acuoso (m=1)  -43.44 Kcal mol' (25 °C)
acuoso (M=1, pH7)  -43.39 Kcal mol' (25°C) e
Entropia térmica (S°) c
(25°C) gas 67.54 cal grado™ mol’
liguido 34.8 cal grado™ mol'!
acuoso (m=1) 35.5 cal grado mal'!
Potencial de reduccion estandar (&) -0.197V (256°C, pH 7) e
acetaldehido + 2H" + 2e" == etanol -0.163V (25°C, pHT7) f
Temperatura de inflamacion (EtOH 95%) 12.7°C b
(flash point)
Temperatura de autoinflamacion 422 °C b
(EtOH 95%)
Dosis fetal 50 (LD.,) ratas jovenes 10.6 g kg (via oral) a

ratas viejas 7.06 g kg'' (via oral)
Referencias: a: Merck Index (1989); b: Hawley's Condensed Chemical Dictionary (1993); c¢. CRC
Handbook of Chemistry and Physics.(1990); d: CRC Handbook of Biochemistry and Molecular
Biology (1976); e: Lehninger, A. L. (1975); f. Segel, I. H. (1975).

Absorcion.

El etanol una vez que se ingiere, comienza a ser absorbido de inmediato a través de los
epitelios mucosos de la boca y en forma de vapor en los alvéolos pulmonares (Batt, 1989), sin
embargo, la cantidad de etanol que se absorbe por estas dos vias es practicamente despreciable,
por lo que puede considerarse que la totalidad del etanol ingerido llega hasta el estémago, a partir
del cual se absorbe por difusion simple a traves de los epitelios que recubren el propio estdmago
y los intestinos, en forma completamente similar a como lo hace el agua (Batt, 1989; Watson,
1989). Asi, el etanol una vez que llega a estdmago, se absorbe en una pequeiia proporcidn hacia
altorrente sanguineo a traves de la mucosa gastrica (aproximadamente 20% - 30%), mientras que
la mayor parte de éste es canalizado por el mismo vaciamiento gastrico hacia el intestino delgado
(Cooke y Birchall, 1969; Batt, 1989; Smith et al., 1992). Es en intestino delgado (principalmente



Riveros-Rosas, H.

- Epitelios bucales:
absorcion

e E80faQO
, Estomago:
) absorcion
Higado: ~w. oxidacion
oxidacion
_~Pancreas

e

Duodeno: ...
absorcion

Itestino, ..o
grueso

Intestino "
delgado

Figura 2. Principales vias de absorcion y sitios de
oxidacion dei etanol administrado por via orogastrica.
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duodeno y yeyuno) en
donde se fleva a cabo fa
mayor parte de la absorcion
del elanol, el cual es
rapidamente  canalizado
hacia la vena porta y de

ahi, llevado directamente a
higado para ser
metabolizada. La Figura 2
muestra las principales
rutas de absorcion del
etanol.

Una vez que el
etanol esta en sangre, éste
se distribuye sobre todos
los liquidos corporales,
atravesando  libremente
todas las membranas
biologicas (Watson, 1989),
de esta forma las mujeres,
por poseer menor
proporcidn de  liguidos
corporales en comparacion
con los hombres (53%
contra  61.8%), suelen
alcanzar niveles mas altos
de etanol en sangre al
ingerir  ambos  dosis
equivalentes de alcohol
(Batt, 1989; Watson, 1989);
y de hecho, el etanol
practicamente no  se
distribtiye dentro de las
grasas corporales (Batt,
1989).

' La velocidad con
que se absorbe el etanol
depende principaimente de
la velocidad con que éste

transita desde el estdmago hasta el intestino delgado, lo cual a su vez depende principalmente de
la velocidad con que se lleva a cabo el vaciamiento gastrico. En general, la presencia de alimentos
solidos retrasa el vaciamiento gastrico, y por ende la velocidad de absorcidn del etanot (Horowitz
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et al, 1989). Por otra parte, la
concentracion a la que se dosifica el
etanol también influye en su
absorcion, de tal forma que las altas
concentraciones de etanol suelen
retrasar el vaciado de los alimentos
(Horowitz et al., 1989; Roine ef al.,
1991); de hecho, existen muchos
otros factores que tambien pueden
influir en mayor o menor medida en la
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Tabla XI. Factores que afectan la absorcion del etanol

Vaciamiento gastrico

Presencia de alimentos
Concentracién de etanol

Flujo sanguineo en tracto digestivo
Propiedades irritantes del etanol

Velocidad de ingestian

velocidad de absorcién del etanol, la . ,
) Tipo de bebida
Tabla XI muestra algunos de ellos.
Deficiencia de proteinas
Metabolismo del etanol
El etanol, al ser absorbido
mayoritariamente en intestino, es

canalizado a través de la vena porta

Temperatura corporal
Ejercicio fisico

Ciclo menstrual

directamente hacia higado antes de s ificado de Agarwal & Goedde (1989).
pasar a la circulacion sistémica y el ...

resto del cuerpo. El higado es el
principal érgano responsable de la oxidacion y eliminacion del alcohol ingerido, asi como también
de la mayorla de los farmacos y compuestos xenohioticos que pueden estar presentes en sangre.

En higado existen tres sistemas metabolicos capaces de efectuar la oxidacion del etanol:
el primer sistema esta constituido por una serie de enzimas especializadas denominadas
genéricamente comg alcohol deshidrogenasas o ADHS, las cuales se localizan en el citosol de los
diferentes tejidos que conforman nuestro cuerpo, principalmente hepatico, y promueven la
oxidacion del etanol a acetaldehido, acoplando esta oxidacion a la reduccion de un dinucleétido de
nicotina y adenina; el segundo sistema esta localizado en los peroxisomas de las células hepaticas,
y en éste la oxidacién de una molécula de etanol a acetaldehido esta acoplada a la descomposicion
simultanea de una molécula de perdxido de hidrégeno, en una reaccion catalizada por la enzima
catalasa; el tercer y Gltimo sistema oxidante se denomina el sistema microsomal oxidante de etanol
también conocido como MEQS, por sus siglas en ingles (Microsomal Ethanol Oxidizing System),
el cual esta localizado en el interior de los microsomas y requiere la participacion de citocromos P-
450, quienes acoplan la oxidacién def etanol, y de un dinucleétido de nicotinadenin fosfato, a la
reduccion de una molécula de oxigeno para formar peréxido de hidrogeno. Estos tres sistemas
trabajan de manera simultanea en presencia de etanol, aunque con diferentes actividades y
afinidades. La Figura 3 muestra el tipo de transformacion catalizado por cada uno de los sistemas
oxidantes de etanol,

Existe ademas de los tres sistemas enzimaticos antes descritos para la oxidacion del etanol,
un mecanismo de oxidacidn no enzimatico que probablemente sea funcional in vivo, y que depende
de la participacion de quelatosde fierro en presencia de radicales hidroxilo (Koop, 1989).
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Figura 3. Principales vias metabdlicas relacionadas con el metabolismo del etanol
y el acetaldehido.

Por ultimo, existe una via metabdlica no oxidativa (L.ange et al., 1981; Koop, 1989), en
donde el etanol forma ésteres etilicos de acil grasos, a través de una sintetasa de esteres de acil
graso. Si bien, es probable que su contribucién al metabolisimo total del etanol no sea significativa
(Koop, 1989), gueda a discusién su participacion en el desarrollo de aiteraciones patolégicas en
organos que carecen de sistemas oxidantes de etanol con alta actividad, tales como el pancreas,
corazdn y cerebro (Laposata & Lange, 1986).

Sistema de las alcohol deshidrogenasas: Este sistema en mamiferos, esta constituido por la
familia de las alcohol deshidrogenasas de "cadena media y larga" *, que esta dividida a su vez en

" Existe otra familia de alcohol deshidrogenasas de "cadena corta", que esta presente
caracteris-ticamente en Drosophyla y otras insectos, y que constittiye una linea evolutiva
separada de la familia de las alcohol deshidrogenasa de "cadena inedia y larga"
caracteristica de mamiferos y vertebrados en general, cefaldpodos, hongaes, plantas y
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6 clases distintas, las cuales
comprenden al menos una veintena
de isoenzimas diferentes
codificadas por mas de 7 genes
distintos {Danielsson et al, 1994,
Arnon ef al., 1995). Eslas enzimas,
como puede observarse en la Tabla
XHl, estan ampliamente distribuidas
en los diferentes tejidos de nuestro
cuerpo (Boleda et al., 1989), y todas
ellas se caracterizan por ser
moléculas diméricas con
subunidades de aproximadamente
40 kDa; 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 Xill muestra las
diferentes clases de ADH hasta
ahora descritas, asi como los
distintos genes y subunidades que
comprenden,

Todas estas enzimas utilizan
NAD' como coenzima aceptora de
electrones, para catalizar la
oxidacion del etanol a acetaldehido
(EC 1.1.1.1), y su mecanismo de
reaccion ha sido descrito como de
tipo bi bi ordenado (e. g. Shearer et
al, 1993), en donde el NAD' o
NADH deben penetrar al sitio de

Tabla Xll. Actividad

Metabolismo del etanol  xxxviii

de alcohol deshidrogenasa en

diferentes organos de rata a pH 7.5 con 33 mM de
etanol y 4 mM de NAD' como sustratos.

Actividad

Organo mU/g tejido Total

{mU/érgano)
Ojos 5.87+0.7 15+0.2
Mucosa del oido 89+13 20203
Mucosa Nasal 15.3+£26 1.3+£0.2
Traquea 53107 1.2+ 01
Pulmoén 811+14 135+2
Mucosa Bucal 3.8+0.8 0.3+01
l.engua 5.4 0.5 4.0 0.3
Esofago 16.1+3.2 37+07
Estdmago 11.8+1.7 196 4¢3
Intestino Delgado 19.3+45 58.0 £ 14
Colon 13.5+£1.3 300+3
Recto 373+7.0 285t6
Higado 260.0+50  3500.0 £ 640
Glandula Suprarrenal 4.0+ 0.5 0.8+03
Rifion 16.0£7.0 26.0+13
Vesicula Urinaria 10,02 1.8+0.5
Testiculos 26.2+9.0 60.0£20
Epididimo 10.5t 4.1 40016
Pene 17.5 + 8.09 444+ 1.16
Ovarios 7.0+£5.0 09+£07
Utero 174+7.2 96t+4
Vagina 125+4.6 3.0+1
Piel 28+£03 88.0+15

Datos reportados por Boleda et al., (1989). Los valores
representan la media + error estandar.

algunas bacterias. Esta otra familia presenta una estructura totalmente distinta, carece de
zinc e involucra un mecanismo de reaccion diferente, y esta estructuralmente relacionada
a otras deshidrogenasas como la ribitol deshidrogenasa y la glucosa deshidrogenasa
bacteriana (Jérnvall et al., 1984, 1989). Por otra parte, se ha descrito un tercer tipo de
alcohol deshidrogenasa en bacterias (Scopes, 1983), que es activada por fierro y que
tampoco guarda relacion con ninguna de las dos familias antes mencionadas.
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union de la coenzima antes de que el etanol o el acelaldehido entren al dominio catalitico (ver
Figura 3). La cinética que muestran todas las isoenzimas de ADH es de tipo Michaelis-Menten con
respecto al etanol (Burnell & Bosron, 1989), y tnicamente tas isoenzimas yy parecen exhibir una
coperatividad negativa para la unién del etanol. La disociacion del NADH es la etapa limitante en
la velocidad maxima de estas enzimas (Burnell & Bosron, 1989; Fan & Plapp, 1995).

Tabla Xlil. Polimorfismo de las deshidrogenasas alcohdlicas (ADH).

Clase Locus Geneético Alelos Subunidades Distribucion
[ ADH -1 ADH1 o Higado
| ADH -2 ADH2*1 B, Higado
| ADH2*2 B, y
| ADH2*3 B3, pulmon
| ADH -3 ADH3*1 Y, Higado y
| ADH -3 ADIH3*2 Y, estémago
I ADH -4 ADH4 m Higado, comea,

rinon y pulmon

1H ADH -5 ADHS X todos los tejidos
ADH-7 ADHo o Higado,

v estémago, piel,
cornea
v ? ADHY U Higado,

estémago, piel

\ ADH -6 ADH6 ? Higado,
estémago
Vi ? ? ? Higado

Madificado de Amon et al.(1995).
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Actualmente se conoce por cristalografia de rayos X, la estructura tridimensional de la ADH
de clase | de caballo (Eklund et al., 1976, 1981; Ramaswamy et al., 1994a) y la ADH 3,3, humana
(Hurley et al., 1991; 1994)", las cuales son muy similares entre si. La Figura 5 muestra la estructura
tridimensional de {a alcohol deshidrogenasa de clase | de caballo.

Las ADHs, debido a que tienen su sitio de union al sustrato al fondo de una hendidura
hidrofébica de 20 A (ver Figura 5), catalizan no solo la oxidacion de moléculas pequeiias como el
etanol o metanal, sino también una gran variedad de moléculas hidrofobicas hidroxiladas comao
alcoholes de cadena larga, ya sean primarios, secundarios, ramificados o ciclicos (Pietruszko,
1979), participan tambien en la deshidrogenacion de esteroides (Waller et al., 1965) y en la w-
oxidacion de los acidos grasos (Bjorkhem, 1972) e incluso pueden catalizar la oxidacién de
aldehidos a acidos por dismutacion (Heneham & Oppenheimer, 1993; Shearer et al., 1993;
Oppenheimer & Heneham, 1995).

Las alcohol deshidrogenasas de cadena "media y larga" se clasifican en clases, en base
a sus diferencias estructurales, de esta forma cada una de las ADHs de clases distintas presentan
entre ellas, una homologia de aproximadamente 60%, mientras que las que pertenecen a una sola
clase su grado de homologia es de al menos 85% (Jérnvall ef al., 1987, Parés et al,, 1994). La
Figura 6 muestra las posibles relaciones filogenéticas que existen entre los diferentes tipos de
ADHs. De todas las clases descritas, las 5 primeras ya han sido encontradas en tejidos humanos
(Parés ef al,, 1994, Kedishvili et al., 1995), unicamente la clase VI recientemente descrita alin no
ha sido caracterizada. A continuacion se describen brevemente las caracteristicas mas relevantes
de cada una de las clases de alcohol deshidrogenasa de mamiferos:

Clase I Esta es la clase mas estudiada de este grupo de enzimas, y comprende a la "clasica"
enzima hepatica. Incluye 3 locus génicos distintos (ADH-1, ADH-2 y ADH-3) focalizados en
el cromosoma 4 (Jornvall ef al., 1989), que a su vez codifican para 3 tipos de subunidades
(a, By y respectivamente, ver Tabla Xil1). Las variantes alélicas para las subunidades By
y difieren entre si por unos cuantos residuos de aminodcidos (B, B, B,y V4 V2, de tal forma
que todas las subunidades que conforman la clase | presentan entre si, al menos un 85-
90% de homologla. Estas subunidades pueden formar indistintamente tanto homodimeros
como heteradimeros, contribuyendo por tanto a la generacion de un gran polimorfismo con
numerosas Isoformas. Cada isoforma presenta variantes en cuanto a sus propiedades
cineticas (ver Tabla XIV), lo cual explica en parte la gran heterogeneidad en cuanto a la
capacidad para metabolizar etanal que exhiben las poblaciones humanas'®.

5 También se han cristalizado las ADH de clase | y 1l de bacalao, y proximamente se conocera
también con detalle su estructura tridimencional (Ramaswamy et al., 1994b).

'* De hecho, en cada poblacion se presentan ciertos genes alelos caracterlsticos; asi por
ejemplo, la ADH2*1 es comuin en las poblaciones caucdsicas y afro-americanas, mientras
que la ADH2*2y ADH3*1 son predominantes en las poblaciones chinas y japonesas (Burnel
& Bosron, 1989).
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Figura 4. Mecanisma de reaccion de la alcohol deshidrogenasa, La ADH posee tin
sitio de union para el NAD* o NADH, y un sitio activo constituido por una cavidad
hidrofobica en donde esta ubicado uno de los atomos de Zn, el cual une una
molécula de agua. La reaccion inicia con la formacion de un complejo abortivo E-
NAD* [1], en donde por una rotacicn, el sitio activo se aproxima al sitio de unién de
la coenzima, promoviendo la liberacion de un H* [2]; posteriormente, entra al sitio
activo la molécula de alcohal, que desplaza a la molécula de agua, acupando su
sitio, formando ahora un complejo temario £-NAD"-alcoholato [3]; el alcoholato se
oxida, transfiriendo un ién hidruro a la coenzima para formar NADH y acetaldehido
[4]; éste itimo sale del sitio activo y se intercambia por una molécula de agua [5];
la siguiente elapa, es el paso limitante de la velocidad de la reaccion, en donde la
enzima debe rotar nuevamente para recuperar su conformacion original [6], y asi
permitir finalmente la liberacion del NADH [7].
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Figura 5. Estructura tridimensional de la alcohol deshidrogenasa de caballo de
clase I: a) Diagrama esquemadtico e la enzima dimérica (una subunidad esta
sombreada); b) Diagrama esterecscopico de una sola subunidad, mostrando el
esqueleto de dlomos de C,, y ¢) Diagrama esquematico de esta misma subunidad
y El dtomo de zinc del dominio catalitico esta representado en negro. Figuras
fomadas de Brandén et al., 1975 y Eklund et al., 1976, 1981). ‘

La enzima es un dimero con un peso molecular de 80 000, Cada subtinidad
posee un sitio de union a la coenzima y un dominio catalitico. Los sitios de union a
la coenzima tiene una estructura similar a la de oltras deshidrogenasas dependientes
de NAD'; y constituyen el niicleo central del dimero formando una lamina 3 plegada
de 12 cadenas (Eklund et al,, 1976). Los dos sitios activas estan colocados en
hendiduras intermedias entre el sitio de unidn a las coenzimas, y los dominios
cataliticos; el sustrato se une a la enzima en una cavidad hidrofébica dentro de
estas hendiduras, con sus atomos de oxigeno ligados a los atomos de zinc de los
dominjos cataliticos (Ramaswamy et al., 1994). Cuando las coenzimas se unen, las
hendiduras del sitio activo con todo y sus dominios cataliticas, se acercan por medio
de una rotacion de cuema rigido hacia el sitio de union a las coenzimas (Eklund et
al., 1981)

xlii
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Tabla XIV. Propiedades cinéticas de algunas isoenzimas de ADH humanas (oxidacion del etanol).

Constantes cinéticas

Iscenzima NAD' Etanal Vmax pH optima
Km M) —— Km(mM) (min")

ad 13 4.2 27 10.5
B:B, 7.4 0.049 9.2 105
B, 180 0.94 400 8.5
BsBs 712 36 300 7.0
YiY, 7.9 1.0 87 10.5
ViV 8.7 063 35 105
nm 14 34 20 10.5
XX > 2000 ?

Modificado de Bumell & Bosron, 1989.

LA AN B A

Figura 6. Relaciones filogenélicas entre los diferentes tipos de alcohol
deshidrogenasas. La familia de las ADHs de "cadena corta" parece estar presente
solo en insectos, mientras que la familia de las ADHs de "cadena media y larga"
esta mucho mas ampliamente distribuida, encontrandose tanto en procariontes
como en eucariontes, entre los que podemos mencionar hongos, plantas,
cefalépodos y vertebrados. La unica ADH de "cadena media y larga" reportada en
insectos corresponde a la clase Il y es equivalente a la octanol deshidrogenasa de
inseclos previamente reportada (Danielsson el al., 1994). Esta clase de enzimas
esta altamente conservada en las diferentes especies, por lo que es probable
corresponda a una forma ancestral que pudo dar origen a los diferentes tipos de
ADHs. De hecho se eslima que la divergencia entre las principales clases de ADH
debid ocurrir hace aproximadamente 600 millones de afios (Sun & Plapp, 1992), que
corresponde también a la época en que los vertebrados surgieron, por o que puede
especularse la existencia de las diferentes clases de ADHs en todos los grupos de
vertebrados; de igual manera, la divergencia entre las diferentes isoenzimas de ADH
de clase |, ocurrié hace aproximadamente 80 millones de arios, por lo que
presumiblemente éstas esten presentes en los diferentes grupos de primates (Sun
& Plapp, 1992).

Esquema elaborado en base a la informacion proporcionada por Jérnvall et
al., (1987), Parés et al., (1994) y Danielsson et al., (1994).
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Todas las isoenzimas de esta clase son altamente sensibles a la inhibicion por
pirazol (Danielsson et al., 1994), y muestran inhibicién por sustrato ([etanol] > 20 mM),
debido a que el exceso de etanol disminuye la velocidad de disociacion del NADH de la
enzima (Kamlay & Shore, 1983). Participan también en la deshidrogenacion de esteroides
(Waller et al., 1965) y en la w-oxidacion de los acidos grasos (Bjdrkhem, 1972).

Clase Il: Esta clase comprende a la isoenzima homodimérica rim, ¥ se encuentra en diversos
drganos como higado, cornea, riiidn y pulmaén. Participa activamente en la degradacion de
la epinefrina y norepinefiina circulante (Mardh ef al., 1986). Posee un alta afinidad por el
etanol y es poco sensible a la inhibicion por pirazol (Bosron et al., 1979).

Clase lli; Esta clase comprende a la isoenzima xx, que es un homodimero codificado por el gen
ADHS, y que probablemente corresponde a la forma ancestral que dio origen al resto de las
ADHs (Danielsson et al., 1994, Amon el al., 1995). Posee una alta capacidad para
metabolizar alcoholes de cadena larga, mientras que su capacidad para oxidar el etanol ¢s
en cambio muy limitada (Bosron ef al.,, 1988). Ademas, esta clase es ain menos sensible
a la inhibicion por pirazol que la clase Il (Jdrnvall et al., 1989). Por otra parte, debido a su
amplia distribucion tanto en las diferentes especies de organismos, como en los diferentes
tejidos de nuestro cuerpo, amen de su baja capacidad para oxidar el etanoi, se ha sugerido
que esta enzima desarrolla funciones especiales distintas al resto de las otras clases de
ADHs (Beisswenger et al., 1985). De hecho, esta enzima es idéntica a la formaldehido
deshidrogenasa dependiente de glutation (EC 1.2.1.1) (Koivusalo et al., 1989a).

Clase IV: Esta clase se expresa preferencialmente en estomago (Danielsson et al., 1994), aunque
puede encontrarse en cantidades menores en otros tejidos como higado, piel y cornea
(Arnon et al., 1995). Comprende a las isoenzimas oo y pi, que esta codificada por el gen
ADHa, ubicado el el locus ADH-7 (Arnon et al., 1995). Presenta una Km muy elevada para
el etanol, y se piensa que participa activamente en el metabolismo de primer paso del
etanol a nivel gastrico. Se inhiben por accién de la cimetidina, ranitidina, nizatidina y aspirina
(Caballeria et al., 1989, 1991; Roine et al., 1990; DiPadova et al., 1992;).

Clase V. Esta clase se ha encontrado expresada en epitelio gastrico, y comprende a la isoenzima
KK (Arnon et al,, 1995). Posee una Km para el etanol muy elevada y se piensa también que
participa en el metabolismo del etanol de primer paso en mucosa gastrica.

Clase VI: Esta es la mas reciente de las clases de ADH descrita en mamiferos (Zheng et al., 1993).
Fue identificada por primera vez en Peromyscus mahiculatus (deer mouse), y esta presente
tanto en los genotipos ADH-positivo como ADH-negativo (que carecen de la alcohol
deshidrogenasa "tipica" de clase ). Se expresa mayoritariamente en higado y en cantidades
minimas en rifion, y su papel en el metabolismo del etanol ain permanece incierto. No
existen hasta ahora reportes de su existencia en humanos, aunque ya ha sido identificada
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tambien en ratas (Héég & Brandt, 1995). La mayor homologia (67%) ta presenta con la
ADH6 de clase V.

Sistema microsomal oxidante de etanol (MEQS): Este sistema fue estudiado por primera vez por
Liebery col. afinales de la década de los sesentas (Lieber & DeCarli, 1968; Rubin ef al., 1968) a
partir de un reporte inicial de Orme-Johnson & Ziegler (1965), en donde describieron incrementos
paralelos en la capacidad para metabolizar farmacos y etanol, con la actividad total de citocromo
P450 en reticulo endoplasmico liso de células hepaticas. De esta forma, a partir de estos trabajos
iniciales, rapidamente se demostro ia existencia de una nueva via de oxidacion del etanol
dependiente de citocromos P450,

Actuaimente se ha descrito la presencia del MEOS en imicrosomas de células de diferentes
tejidos (Gonzalez, 1992), y se conoce que involucra la participacion de varias enzimas de la ahora
superfamilia de citocromos P450 (ver cuadro 1), las cuales catalizan la oxidacion del etano! a
acetaldehido, acoplando esta reaccion a la oxidacion de una molécula de NADPH y la reduccion
de una molécula de oxigeno para formar peroxido de hidrogeno (Zentella de Pifia & Pifia Garza,
1987)",

CH,CH,OH + NADPH + O, == CH,CHO + NADP' + H,0, + H'

Existen diferentes tipos de citocromos P450 capaces de catalizar la oxidacion del etanol,
aunque el més eficiente es el citocromo P450 2E1 (Koop et al., 1985; Koop, 1989), también flamado
CYP2E1, o simplemente 2E1 de acuerdo a la nomenclatura recomendada por Nebert vy
colaboradores (Nebert et al., 1989, 1991; Nelson et al., 1993)".

El citocromo 2E1 es el constituyente basico del sistema MEQOS (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 anilina,
acetaminofen, CCl,, acetona, benceno, fenol y N-nitrosodimetilamina, entre otros (Morgan et al.,
1982, 1983; Ingelman-Sundberg & Johansson, 1984; Koop & Casazza, 1985; Yang et al., 1985;
Koop & Tierney, 1990). Este sistema posee una baja afinidad por el etanol, con una Km de 8-10

' £l perdxido de hidrogeno formado durante la actividad del sistema MEQS, estimula también
la oxidacion no enzimatica del etanc!, a través de la formacion de radicales hidroxilo en
presencia de quelatos férricos (ver mas adelante la seccion correspondiente), por lo que
durante muchos tiempo se considero que el sistema MEOS poseia dos mecanismos de
reaccion: uno dependiente y otro independiente de la formacion de radicales hidroxilo.
Actualmente es claro que el mecanismo dependiente corresponde en realidad a una
oxidacién no enzimatica.

** Originalmente este citocromo fue referido como "3a” en conejos y ratas, y "j* en humanos, y
se conservan estos nombres solo para poder referirse a literatura anterior a la clasificacian
propuesta por Nebert y col. (1989, 1991).
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mM (Lieber, 1994), por lo que se considera que en individuos no alcohdlicos, su participacion es
importante solo a altas concentraciones tisulares ael sustrato.

Elsistema MEOS es el Unico cuya actividad se induce significativamente (5 a 10 veces) por
la presencia de etanol u otras moléculas como piridina, acetona y pirazol (Lieber, 1994; Koop &
Tiemey, 1990). Este incremento se debe a una mayor estabilidad del RNA , y la enzima misma, o
bien a través de una mayor traduccion del RNA,, (Koop & Tierney, 1990).

La Superiamiiia de Citocromos F450

La superfamilia P450 esta constituida por alrededor de 230 genes y pseudogenes, .
distribuidos en 36 familias distintas, de las cuales al menos 10 estan presentes en mamiferos
(Gonzalez, 1992; Degtyarenko & Archakov, 1993; Beaune, 1993); estas familias estan |-
definidas en hase a sus similitudes en cuanto a secuencia de aminoacidos, de tal forma que
todos los miembros de una familia presentan al menos un 55% de homologia en sus : .
secuencias, y alrededor de 40% de homologia con los miembros de otras fanilias (Gonzalez, f
1992).

Los citocromos P450 estan divididos en dos clases principales desde el punto de
vista funcional: la primera clase (que comprende en mamiferos a las clases CYP1, CYP2,
CYP3y CYP4), estd involucrada en el metabolismo de compuestos xenobioticos, mientras
que la segunda (familias CYP7, CYP11, CYP17, CYP19, CYP21y CYP27), estéa relacionad :
con la sintesis de esteroides y dcidos biliares (Gonzalez, 1992).

Catalasa: Esta enzima" (H,0,:H,0, oxidorreductasa; EC 1.11.1.6) es una proteina oligomérica de
4 subunidades (de aproximadamente 60 kDa cada una) arregladas en forma teirahédrica; cada
subunidad funciona de manera independiente, y posee como grupos prostéticos una protoporfirina
férrica IX (Schonbaum & Chance, 1976) y una molécula de NADP* (Fita et al., 1986)™. La Figura
7 muestra la estructura tridimensional de esta enzima,

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

% Existen otras formas diferentes de catalasa (von Ossowski et al., 1993), sobre todo en
procariontes, en donde podemos encontrar estructuras hexaméricas (Escherichia coli y
Bacillus subtilis), subunidades de peso molecular mayor (E. coli), con isémeros del grupo
hemo en lugar de la protoporfirina IX (E. coli; B. subtilis y Neurospora crassa), € inclusive
catalasas sin grupo hemo que contienen manganeso (Lactobacillus plantarum y
Thermoleophilum alhum). No obstante esto, en eucariotes y animales superiores, la
catalasa es una enzima altamente conservada, que probablemente surgié hace
aproximadamente 2 000 millones de afios, cuando la atmdsfera se transforma de reductora
a oxidante (von Ossowski et al., 1993)
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Figura 6. Estructura tridimensional de la catalasa de higado de res: a) Diagrama
estereoscdpico de una sola subunidad, mostrando el esqueleto de &tomos de C,,
b) Diagrama esquemaltico de esta misma subunidad. Notese la presencia de la
protoporfirina y el NADP". ta el

La catalasa estd localizada en los peroxisomas, y su principal actividad es la
descomposicion de moléculas de peroxido de hidrégeno:

2 HZOZ v 2 HQO + 02
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reaccion que cataliza con una extraordinaria eficiencia; no obstante es también altamente
eficiente en la oxidacidn dependiente de peroxidos de: los acidos nitroso, férmico e hidrazoico; los
alcoholes alifaticos de cadena coita; y la hidroxilamina (Schonbaum & Chance, 1976). Todas estas
reacciones {excepto la oxidacion del acido nitroso e hidrazdice), pueden representarse en una
ecuacion general del tipo:

ROOH + HXOH .= XO + ROH + H,0
en donde:
R ={H, alquilo, acilo]
X =[O0, NH, C=0, (CH,) .., ,.]

En el caso particular del etanol, la oxidacion de éste puede estar acoplada a la
descomposicion de una molécula de peroxido de hidrogeno, o bien a la descomposicion de un
peroxido organico, en donde:

HOOH + CH,CH,0H == CH,CHO + HOH + H,0
ROOM + CH,CH,OH = CH,CHO + ROH + H,0

Sin embargo, el principal factor limitante en la velocidad de oxidacién del etanol por la
catalasa, es ia disponibilidad de perdxidos, por lo que se considera que en condiciones normales,
su participacion en el metabolismo del etanoi es minima (Lieber, 1994).

Oxidacion No enzimatica: In vitro, se ha demostrado 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 P450 (e. g. Cederbaum & Dicker, 1983;
Ingelman-Sundberg & Johansson, 1984; Koop, 1989; Dicker & Cederbaum, 1990). Esta oxidacion
no enzimatica, depende de la formacion de radicales hidroxilo (‘OH) a partir del peroxido de
hidrogeno, en donde a través de una reaccion espontanea entre el radical hidroxilo y el etanol, se
forma agua y un radical alcohoxilo, el cual a su vez, reacciona rapidamente con el oxigeno para
formar finalmente acetaldehido y un idn superdxido protonado (HO, ), en una serie de reacciones
como las ilustradas en la Figura 8 (Ingelman-Sundberg & Johansson, 1984),

La adicion in vitro, de enzimas como la catalasa o peroxidasas, o bien, la presencia de
atrapadores de radicales hidroxilo como por ejemplo, el benzoato, el manitol o el dimetil sulfoxido,
disminuyen sensiblemente la velocidad de oxidacion no enzimatica del etanol (Dicker &
Cederbaum, 1990), tal y como se esperaria de acuerdo al mecanismo de reaccion previamente
descrito (ver Figura 8); en cambio, {a presencia de la enzima superdxido dismutasa (op cit.),
provoca efectos insignificantes, por lo gue es probable que las reacciones del tipo Heber-Weiss
tengan poca significancia en este mecanismo de oxidacidn.

Es importante tener presente que el etanol por si solo, es un excelente atrapador de
radicales hidroxilo (Cederbaum, 1987), por lo que esta serie de reacciones esta limitada solo por
la disponibilidad de radicales hidroxilo, que a su vez depende de: 1) La presencia de quelatos de
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Fe y un sistema reductor de eslos, susceptibles de catalizar la formacion de radicales hidroxilo a
partir de peroxido de hidrégeno; y 2) La disponibilidad del perdxido de hidrogeno mismo, necesario
para la formacion de los radicales hidroxilo.

e .
e -

"“OH =

9
CH3CH20H > CH3C|3' > CH3CH
~N w O

Figura 8. Mecanismo de oxidacion no enzimatico del etanol (modificado de
Ingelman-Sundberg & Johansson, 1984). Los radicales hidroxilo ('OH) necesarios
para la oxidacion del etanol, se forman a partir del perdxido de hidiégeno, través de
la reaccion de Fenton catalizada por fierro (M™ + H,0, —. M™" 4+ 0H + ‘OH). El
radical hidroxilo, al reaccionar con el etanol, forma transitoriamente un radical
alcohoxilo, el cual en presencia de oxigeno se transforma en acetaldehido,
formando un nuevo idn superoxido protonado (HO,"). Estos nuevos radicales libres,
pueden ser tomado por la enzima superoxido dismutasa, quien cataliza su
dismutacion a perdxido de hidrégeno, en una reaccion no ilustrada (2HO,"" - O,
+ H,0,); o bien, este ion superdxido reacciona con el complejo Fe-EDTA,
reduciéndolo para que esté listo nuevamente en la formacion de radicales hidroxilo
en tina reaccion de tipo Haber-Weiss (Fe’* + 0,” . Fé*' +0, &/ Fe* +H,0,
F& + OH A OH). I |
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De esta manera, las enzimas y actividades que promueven la formacion de H,0,, o del ion
superoxido, promueven indirectamente |a oxidacion no enzimatica del etanol. Entre estas Ultimas,
podemos mencionar la xantina oxidasa, |a dihidroorotato deshidrogenasa, la diamino oxidasa, la
triptofano deshidrogenasa, y los citocromos P450, entre otras, o bien actividades celulares como
el proceso de fagocitosis por los leucocitos, o la misma actividad de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial.

Por otra parte, es probable que este mecanismo de oxidacién in vivo, tenga una
participacion poco significativa, ya que los posibles complejos organicos de fierro que pudieran
estar presentes dentro de las células (e. g. Fe**-citrate, Fe™-ADP, Fe™-ATP), son poco eficientes
para estimular la oxidacion del etanol (Feierman et al., 1985; Dicker & Cederbaurn, 1990)*'. Sin
embargo, es importante considerar este mecanismo porque la generacion de radicales libres
durante la oxidacion del etancl, puede ser una de las vias a través de la cual el etanol induce darios
en los tejides hepaticos (ver seccidn de antecedentes para una discusion mas amplia).

Metabolismo no oxidativo: Lange y cols. demostraron en 1981, que el etanol puede reaccionar
con los acidos grasos para formar ésteres etilicos de 4cidos grasos a través de una reaccion
catalizada enzimaticamente en donde:

CH,CH,0H + RCOOH == H,0 + RCOOCH,CH,

en esta reaccion, R corresponde a la cadena hidrocarbonada de los acidos grasos, como
por ejemplo: oleico, linoleico y araquiddnico. La enzima responsable de esta ultima reaccién es la
sintetasa de los ésteres etilicos de acidos grasos, y se caracteriza por ser una enzima dimérica de
50 KDa, que no requiere la participacion de ATP y coenzima A para catalizar la reaccion (Mogelson
& Lange, 1984).

La afinidad de esta enzima por el etanol, es relativamente baja, con una Km >0.2 M
(Mogelson & Lange, 1984), y su capacidad para metabalizar el etanol, es apenas del orden de
0.137 pmol g h' en homogenados de higado humano (ver la Tabla XI| para una comparacién),
por lo que puede concluirse que su participacion en el metabolismo global del etanol es poco
significativa (Koop, 1989); sin embargo, no deja de llamar la atencion la acumulacion de éste tipo
de ésteres, en organos que carecen de una actividad oxidante de etanol significativa y que sin
embargo muestran dafios por la administracién crénica de etanol, como por ejemplo: corazon,
pancreas, y cerebro, entre otros (Laposata & Lange, 1986).

Metabolismo del acetaldehido
El acetaldehido es el principal metabolito generado en la primera etapa del catabolismo
hepatico del etanal; éste es una molécula muy reactiva y puede formar numerosos aductos con

' Recientemente se ha reportado que el grupo hemo de la oxihemoglobina, también puede
catalizar la oxidacién del etanol a acetaldehido (Chen et al,, 1994), sin embargo, su
contribucion al metabolismo global del etanol atin no ha sido evaluada.
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diversas moléculas, especiaimente proteinas (Sorrell & Tuma, 1985; Lucas et al., 1988; Hernandez-
Munoz et al., 1989; Worral et al., 1990). De esta manera, gran parte de los efectos toxicos
asociados a la ingestion del etanol se atribuyen a la formacién de aductos de acetaldehido que
inactivan diversas moléculas biologicas (Sorrel & Tuma, 1985).

El acetaldehido producido principalmente en el higado, es metabolizado a través de dos
vias metabélicas: la primera de ellas esta constituida por un sistema de enzimas conocidas
genéricamente como aldehldo deshidrogenasas o ALDHS, las cuales catalizan la oxidacion del
acetaldehldo en acetato, en una reaccién acoplada a la reduccion de una molécula de NAD"; la
segunda via esta constituida por la aldehide oxidasa, enzima poco estudiada que cataliza |2
oxidacion del acetaldehido en acetato en una reaccion que depende de oxigeno.

Sistema de las aldehido deshidrogenasas: Este sistema, esta constituido por una serie de
enzimas, denominadas como aldehido deshidrogenasas (ALDH, aldehido: NAD* oxidorreductasa,
EC 1.2.1.3), las cuales 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":

CH,CHO + NAD' + H,0 =2 CH,CO0 + NADH + 2H'

Esta reaccion al igual que la oxidacion del etanol, es de tipo bi bi ordenado, en donde la
unién previa del NAD' es indispensable para que el acetaldehido penetre al sitio activo (Farrés et
al., 1995; Wang & Weiner, 1995), sin embargo, la etapa limitante en la velocidad de reaccion de
estas enzimas, no es la disaciacion del NADH, sino la disociacion del grupo acilo de la enzima (op
cit.). El mecanismo de reaccion de las aldehido deshidrogenasas se muestra en la Figura 9.

La ALDH es responsable no solo de la oxidacién del acetaldehido, sino también de otros
grupos aldehido presentes en monoaminas, diaminas y poliaminas biogénicas (Ambroziak &
Pietruszko, 1991), en el metabolismo del &cido retinocico, o bien, de grupos aldehido generados
durante procesos de lipoperoxidacion de las membranas (Mitchell & Petersen, 1989). Ademas, la
ALDH posee una actividad de esterasa en ausencia de NAD' en el mismo sitio catalitico que la
actividad de deshidrogenasa (Pietruszko et al., 1993, Kitson et al., 1995).

Actualmente, se tienen ya estudios preliminares de la estructura tridimencional de la
aldehido deshidrogenasa a baja resolucién (Sun et al., 1995), la cual se ilustra en la Figura 10. Sin
embargo queda aun pendiente la asignacion e identificacién de las cadenas laterales de los
aminoacidos en esta estructura, y por ende, la identificacién de los aminoacidos que conforman el
sitio catalitico (op cit.).
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Figura 9. Mecanismo de reaccion de la aldehido deshidrogenasa. La reaccion se
inicia con la entrada de NAD" al sitio calalitico de la enzima, en donde se
encuentran los residuos de glutamato 268 y cisteina 302 (tomando como referencia
fa enzima humana de clase ll). El papel del glutamato 268 es favorecer la fonizacion
del grupo sulfhidrilo de la cisteina 302, y asi facilitar la entrada del aldehido. Fste
inicia un ataque nucleofilico sobre la cistelna 302, formando un intermediario
tiohemiacetal, el cual es entonces deshidrogenado para formar un grupo acilo.
Posteriormente, la enlrada de una molécula de agua, permite la liberacion del grupo

acilo como un acido, para que f/nalmente el NADH sea remowdo de la enzima,
v(P/etruszko {al, 1993 W
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Figura 10. Estructura tridimencional de la aldehido deshidrogenasa de clase Il de
rata: a) Diagrama esquemiatico de una sola subunidad, mostrando los extremos
terminales; b) Diagrama eslereoscdpico de esa misma subunidad mostrando solo
el esqueleto de C,. (Figuras tomadas de Sun et al., 1995
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Existen dentro de los mamiferos diferentes isoegnzimas, las cuales se agrupan en cinco
clases distintas (posiblemente ocho), dependiendo de su estructura, sus caracteristicas cataliticas
y su localizacion subcelular (Arnon et al., 1995). En general, el grado de simiitud dentro de cada
clase es mayor de 90%, mientras que la similitud entre clases es de aproximadamente 70%. L.a
Tabla XV muestra una clasificacion de las aldehido deshidrogenasas hasta ahora descritas®™.

Clase I Esia clase esta constituida por enzimas homotetramericas con subunidades de 54 kDa de
peso molecular; se localizan en la fraccion citosdlica y poseen una K, para el acetaldehido
de 30 uM (Lundquist, 1983; Arnan st al., 1998). Estan codificadas per el gen ALDH-1, el
cual esta localizado en el cromosoma 9 (Hsu et al., 1995). La ALDH1 posee una alla
afinidad por el retinal, que es la forma activa de la vitamina A, a quien oxida
transformandolo en acido retinoico, con una Km de 60 nM a piH 7.5 (Yoshida ef al., 1992).
Este dato, aunado al hecho de que el gen que codifica para su sintesis presenta elementos
de respuesta a hormonas, sugiere que su papel fisioldgico esta primariamente relacionado
con la generacion de &cido retinoico, y la modulacién de fa diferenciacion celular en los
tejidos sensibles a este metabolito (Yoshida et af., 1992),

Clase . Esta ciase posee también una estructura tetramérica con subunidades de 54 kDa. Se
localiza principalmente en la matriz mitocondrial, y corresponde a Ias isoenzimas de mayor
afinidad por ef acetaldehido, con una K, del orden de 3 pM, por lo que se considera que
son las principales responsables de la oxidacion del acetaldehido. Estan codificadas por
el gen ALDH-2, ubicado en el cromosoma 12, el cual posee dos alelos ALDH2*1 y
ALDH2*2: el primero de ellos manifiesta una elevada capacidad de oxidacién del etanol,
mientras que el segundo es considerado el fenotipo "deficiente”, por su baja capacidad para
oxidar al acetaldehido. Este (limo alelo "deficiente" de tipo dominante (Crabb et al., 1989),
es caracteristico de poblaciones asialicas e indias de Sudamérica, con una prevalencia de
aproximadamente 50%

La presencia del alelo ALDH2"2, determina en los individuos que lo poseen, una
deficiente capacidad para eliminar acetaldehido, ef cual se acumula durante la ingestion de
bebidas aicohdlicas produciendo diversos sintomas como taquicardia, nauseas, dolor de
cabeza, vomito, y enrrojecimiento de la cara y pecho entre otros (Arnon et al,, 1995), lo cual
explica fa aversion a la ingestidn de bebidas alcohdlicas observada en aquellos individuos
que portan este fenotipo "deficiente".

Clase Ill; Comprende varias isoenzimas de tipo dimérico localizadas en el citosol, con subunidades
de 50 kDa; estan cadificadas por el gen ALDH-3 (Hsu & Yoshida, 1993). Presentan una Km
relativamente alta para el acetaldehido (en el rango de mM). Son enzimas inducibles, cuya
sintesis se estimula por la presencia de dioxinas e hidrocarburos policiclicos (Marselos &

2 Es interesante hacer notar que cada clase posee una localizacion celular especifica, la cual
se conserva aun en especies diferentes, lo que sugiere una divergencia muy temprana en
la evolucion de las aldehido deshidrogenasas (Arnon et al., 1995).
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Lindahl, 1988; Hempel et al., 1989; Kiovusalo et al., 1989b; Vasiliou et al., 1993; Takimoto

et al., 1994).

Clase IV: Estas enzimas estan localizadas en mitocondrias, y estan codificadas por el gen ALDH-4,
el cual ha sido identificado también como la y-semialdehido glutamico deshidrogenasa -EC
1.5.1.12- (Forte-McRobbie & Pietruszko, 1986; Agarwal et al., 1993). Presentan al igual que
las ALDHs de clase Ill, una baja afinidad por el acetaldehido, y sus sustratos oplimos son
el benzaldehido y los aldehidos alifaticos de cadena media (Yin et al., 1991).

Tabla XV. Polimorfismo de las aldehido deshidrogenasas (ALDH).

Clase Locus Genético Alelos Estructura Dislribucion
I ALDH-1 ALDH1 Tetramero Citosol:
Mayoria de los
tejidos
il ALDH-2 ADH2*1 Tetrdmero Mitocondrias:
Il ADH2*2 Tetramero Mayoaria de los
tejidos:
(Higado > rifion
>
corazén)
i ALDH-3 ALDH3 Dimero Estomago,
pulmén e higado
v ALDH-4 ALDH4 Dimero Higado y rifion
? ALDH-5 ? ? Higado,
(ALDH-x) testiculo,
cerebro,
estdbmago y
otros.
? ALDH-6 ? ? Glandula salival
? ALDH-7 ? ? Rifién y
pulmones
? ALDH-8 ? ? Glanduta
parotida

Modificado de Arnon et al., 1995.
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Por ultimo, en lo que se refiere a los genes ALDH-5 ALDH-6, ALDH-7 y ALDH.-8, éstos
fueron identificados a través de transcripcion reversa por la reaccion en cadena de la polimerasa
{(Hsu et al., 1995).

Elgen ALDH-5, inicialmente denominado ALDH-x, fue identificado por Hsu & Chang (1991)
y esta localizado en el cromosoma 9. Este gen codifica para una cadena polipeptidica de 517 aa,
que muestra su mayor similitud hacia las ALDH1, ALDH2 y ALDH6 (63-74%). Se expresa en
diferentes tejidos entre los que podemos mencionar higado, cerebro, glandula suprarrenal,
testiculo, estomago y glandula parétida (Hsu et al., 1995).

£l gen ALDH-6, se localiza en el cromosoma 15 (15q26), y codifica para una cadena
polipeptidica de 512 aa. Sumayor similitud se presenta con las ALDH1, ALDH2 y ALDHS (63-70%).
Se expresa en pequenas cantidades en diversos tejidos, y solo a niveles altos en glandulas
salivales, estomago y rifion (Hsu et al., 1995).

El gen ALDH-7, se expresa principalmente en rifion y pulmon, y codifica para una cadena
polipeptidica de 468 aa. Esta localizado en el cromosoma 11 (11q13), y la mayor homologia (87%)
la presenta con el gen ALDH-8 (Hsu et al.,, 1995).

El gen ALDH-8 se expresa solo en la glandula parétida, y presenta la misma localizacion
cromosomica que el gen ALDH-7, con quién ademas comparte la mayor homologia (Hsu et al.,
1995), por lo que es posible correspondan a una misma clase de ALDHSs. Este gen codifica para
un polipéptido de 466 aa.

Aldehido oxidasa: Esta enzima (aldehido:oxigeno oxidorreductasa; EC 1.2.3.1) esta localizada
en el citosol de la célula, presenta un peso molecular de 300 kDa y posee 8 atomos de fierro, 2 de
molibdeno, 2 moléculas de FAD y una o dos moléculas de coenzima Q,, (Rajagopalan et al., 1962).

La aldehido oxidasa cataliza la oxidacion del acetaldehido para convertirlo en acetato, en
una reaccion acoplada al consumo de oxigeno y la formacion de peréxido de hidrogeno, y posee
una Km para el acetaldehido del orden de 1 mM (Rajagopalan & Handler, 1964).

CH,CHO + O, + H,0 == CH,COOH + H,0,

Ademas del acetaldehido, esta enzima también puede catalizar la oxidacidn de una amplia
variedad de compuestos heterociclicos que contengan nitrégeno, como por ejemplo derivados de
purinas y pirimidinas (Rajagopalan & Handler, 1964; Krenitsky et al., 1972; Hall & Krenitsky, 1986).

Si bien la participacion de esta enzima, no es significativa en comparacion con el sistema
de las aldehido deshidrogenasas para la oxidacion global del acetaldehido, es importante
considerarla puesto que parte de los efectos toxicos de éste metabolito se han asociado a la
generacion de radicales libres derivados de la produccion de peroxido de hidrégeno por la aldehido
oxidasa (Shaw & Jayatilleke, 1990; Mira et al., 1995).
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Corolario,

Es muy significativo el hecho de que a pesar de estar muy bien estudiados los sistemas a
través de los cuales pueden ser metabolizados el etanol y el acetaldehido, no es aun claro el
mecanismo o los mecanismas por los que el etanal induce sus efectos toxicos; de hecho ni siquiera
es claro el papel fisioldgico de los sistemas de alcohol y aldehido deshidrogenasas: na es
razonable esperar que estos sistemas enzimaticos tan complejos, con una amplia diversidad de
isoenzimas y posibles sustratos, se hayan formado en el transcurso de la evolucion de los
vertebrados con la Unica finalidad de axidar un solo metahalito exdgeno, que se presenta en
condiciones naturales en cantidades minimas. En este sentido, es mucho aun lo que queda por
definir, y pasiblemente la comprension del pape! fisiolagico de estos sistemas enzimaticos arrojara
una luz importante sobre las mecanismos de toxicidad del etanal,
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Antecedentes

En nuestro pais, el alcoholismo y sus consecuencias son uno de los principales problemas
de salud pUblica, de hecho se estima que mas de la mitad de la poblacion general entre los 15y
65 afios de edad, consume alcohol de manera regular (Consejo Nacional Antialcohélico, 1985;
Tapia-Conyer et al., 1990; Sistema Nacional de Encuestas de Salud, 1990), por lo que no debe
extrafiar que en México, la cirrosis alcohdlica se encuentra entre tas 10 primeras causas de mueite
en la poblacion en general, y en la poblaciéon masculina de 15 a 65 afios de edad, ocupa el primer
lugar (Narro-Robles et al., 1992). En 1980 la mortalidad debida solo a cirrosis hepatica fue de 22.9
por 100 mil habitantes para la poblacion total, y constituye una de las mas altas de América
(Velazco-Fernandez, 1986, Narro-Robles et al., 1992). Ademas, los resultados preliminares
obtenidos en este trabajo’, sefialan que la mortalidad total asociada al abuso de bebidas
alcoholicas podria ser del orden del 11 % de todas las causas de muerte en México para la
poblacion en general®.

El etanol al ser ingerido se absorbe totalmente sin alteraciones a través del estdmago y el
intestino delgado por difusion simple, y su presencia puede ser detectada en sangre dentro de los
cinco minutos posteriores a su ingestion, difundiendo rapidamente al resto del organismo (Zentella
y Pifia, 1987). El etanol es metabolizado fundamentalmente por el higado, aunque otros 6rganos
también tienen una cierta capacidad para eliminarlo, como por ejemplo: estdomago, rifion y misculo
esquelético (Boleda et al., 1989).

El etanol una vez dentro del cuerpo, produce una gran diversidad de afteraciones en los
diferentes dérganos, aparatos y sistemas que lo conforman, las cuales han sido ampliamente
documentadas (para una revision ver: Lieber, 1984, 1991, 1994; Bloor, et al., 1994; Goldin, 1994).
Sin embargo, solo hasta fechas relativamente recientes, se ha comenzado a tener algunas ideas
sobre los mecanismos a través de los cuales el etanol ejerce sus efectos toxicos.

Mecanismos de toxicidad del etanol.

Histéricamente, el primer mecanismo de accion propuesto para explicar los efectos toxicos
producidos por el etanol, fue el de la desnutricion primaria inducida por éste, a través de la
sustitucion de otros nutrientes por el etanol (Lieber, 1984). De esta manera, todos los demas
efectos toxicos del etanol sobre el metabolismo, fueron explicados como efectos secundarios de
la desnutricion observada casi invariablemente en los individuos alcoholicos.

Este punto de vista comenzo a cambiar a finales de la década de los cincuenta, quedando
demostrado afios mas tarde, que el etanol per se, es capaz de producir severas alteraciones en
el higado del hombre, atin cuando este reciba una dieta halanceada (Lieber et al., 1963, 1965), o

' Ver capitulo de “Alcoholismo” en este trabajo.

2 Cifra tal vez solo por debajo de la mortalidad total asociada al tabaquismo, y del mismo

orden de magnitud que la asociada a enfermedades gastrointestinales..
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incluso enriquecida con proteinas, vitaminas y minerales. (Lieber y Rubin, 1968). A partir de este
momento, las investigaciones tendentes a evaluar las alteraciones observadas en individuos
alcoholicos, se enfocaron principalmente sobre los efectos toxicos provocados directameite por
el etanol y los productos que resultan de su metabolismo (principalmente acetaldehido), asi como
también las diferentes vias por las que puede ser metabolizado.

Actuaimente, se identifica al acetaldehido (principal producto derivado del metabolismo del
etanol), como uno de los efectores primarios que desencadena gran parte de los efectos toxicos
del etanol sobre el metabolismo (Donohue, et al., 1983; Mauch et al., 1984, Medina et al., 1985;
Sorrell et al,, 1985; Shaw et al., 1920; Niemela et al, 1994, 1995). Esta molécula altamente
reactiva, es capaz de inactivar a los grupos sulfhidrilo de enzimas, ademas de producir aductos en
las diferentes proteinas y fosfolipidos de la membrana, alterando su estructura y por ende, su
funcion.

Sin embargo, a pesar de conocer con bastante detalle los efectos toxicos del acetaldehido,
no se tiene la certeza de que este metaholito por si mismo, sea el principal responsable de los
efectos toxicos del etanol en higado, ya que las concentraciones de éste dentro de la célula nunca
exceden el orden micromolar (concentracion generalmente 1,000 veces por abajo de la que alcanza
el etanol) y, ademas, el acetaldehido es rapidamente metabolizado por el sistema de las aldehido
deshidrogenasas, lo que impide su acumulacion en tejido hepatico, principal sitio de oxidacion del
etanol (Boleda et al., 1989). Los individuos que tienen una actividad deficiente en esta enzima,
desarrollan una severa intolerancia y rechazo al etanol, puesto que los efectos toxicos agudos del
acetaldehldo se manifiestan con todo su esplendor.

Otro mecanismo alternativo a la toxicidad ejercida directamente por el acetaldehido, y que
explica los efectos toxicos inducidos por la ingestién y metabolismo del etanol, se basa en el
desarroilo de procesos de lipoperoxidacion (Torrielli et al., 1978; Videla y Valenzuela, 1982; Kawase
et al., 1989; Zloch, 1994; Araki et al., 1994; Sozmen et al., 1994), que son inducidos por la
generacion de radicales libres durante el metabolismo del etanol y el acetaldehido (Cederbaum y
Cohen, 1984; Reinke et al., 1987, 1990, 1991; Cederbaum, 1991; Bondy, 1992; Bondy y Pearson.
1993; Mufti et al,, 1993; Kukielka y Cederbaum, 1992; Kukielka et al., 1994). De esta forma, se
considera que el mecanismo de accidn a través del cual el etanol induce sus efectos toxicos, es
mediante la generacion de radicales libres. Esto Ultimo esta en concordancia con la disminucion
en los niveles de metaholitos antioxidantes como el glutation reducido y a-tocoferal, que se observa
en animales tratados cronicamente con etanol (Videla y Valenzuela, 1982, Bjarneboe et al., 1987;
Kawase et al., 1989; Shaw et al., 1990, Fernandez-Chaca et al., 1991; Bell et 4l., 1992; Bondy y
Pearson, 1993; Koch y Cravero de Koch, 1994; Zentella de Pifia el al., 1994), o con los reportes
en donde la administracion de antioxidantes limitan la toxicidad del etanol (Kawase et al., 1989;
Girre et al., 1990; Wenzel et al., 1993; Wisniewska-Knypl y Wronska-Nofer, 1994),

Sin embargo, no es claro a la fecha el origen de los radicales libres producidos durante el
metabolismo del etanol. Se ha sugerido que estos pueden ser producidos directamente a partir del
acetaldehido (Mazzanti ef al., 1989; Canuto et al., 1994; Fuijita et al., 1994) , o bien como una
consecuencia derivada de la hipoxia inducida en las zonas centrilobulares del higado (Thurman et
al., 1984; Adachi et al., 1994), de hecho, la generacion de radicales libres durante los procesos de
anoxia y reoxigenacion esta ampliamente documentada. También se ha sugerido la participacion
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de las células de Kupffer, a través de la induccion de un proceso inflamatorio en higado mediado
por la cascada del &cido araquidénico (Earnest et al., 1993, Basista et al., 1993; Adachi et al., 1994;
Nebert, 1994; Fukui et al,, 1993), en donde tambien 2sta ampliamente documentada la participacion
de radicales libres®. Inclusive se ha sugerido que los cambios en el estado redox de la célula
(modificado durante el metabolismo del etanol) pueden también favorecer la reduccién directa del
oxigeno en microsomas, con la consecuente produccion de radicales libres derivados del oxigeno
(Cohen y Cederbaum, 1980; Kukielka y Cederbaum, 1992; Bondy y Naderi, 1994).

Es por este motivo, que una de las posibles estrategias para atenuar y controlar los efectos
toxicos inducidos por la ingestion del etanol, consiste en Ja administracion simultanea de agentes
antiinflamatorios, con la idea de reducir al minimo los problemas derivados por el desarrollo de
procesos inflamatorios en higado, que estan antecedidos por un aumento en la produccion de
prostaglandinas. De esta manera, se ha demostrado que la administracion de algunos
antiinflamatorios no esteroideos (AINES), es capaz de revertir en animales algunos de los efectos
deletéreos ocasionados por |a intoxicacion con etanol, tales como; una disminucion en el tiempo
de hipnosis inducida por alcohol (George y Collins, 1979; George et al., 1983, Greizerstein, 1984;
Vazquez-Osornio et al,, 1993), una reduccién en la mortandad y nimero de malformaciones
prenatales en ratones(Randall y Anton, 1984; Randall et al., 1987), un antagonismo a la
hiperactividad (Ritz et al., 1981) e hipotermia (George et al,, 1981; Morato et al, 1986) inducida por
etanol, una disminucidn en la acumulacién de triglicéridos hepaticos (Zentella de Pifia ef al., 1992,
1993), una disminucién del efecto hipoglucemiante provocado por el etanol (Morato et al., 1986),
una reversion en la disminucion de los niveles de glutation reducido inducide por la intoxicacion con
etanol’ (Zentella de Pifa et al, 1994), ademas de una menor produccion de malondialdehido, un
indicador de dafio por lipoperoxidacion (Zentella de Pifia et al., 1992, 1993). De hecho, en este
ultimo punto, es importante sefalar ademas que varios antiinflamatorios estan identificados como
atrapadores de radicales libres (Sagone y Husney, 1987, Aruoma y Halliwell, 1988; Saldanha et al.,
1990; Twomey y Dale, 1992; Augustin et af., 1992; Maffei Facino et al., 1993), y por lo mismo,
reducen la formacién de productos de la lipoperoxidacion inducida por agentes quimicos, o
inclusive aun, la lipoperoxidacién en condiciones basales (Shimizu et al, 1981; Weglarz et al.,
1990; Bilodeau et al., 1995)°,

¥ En tejido nervioso, la estimulacién en la produccion de prostaglandinas por el etanol

también ha sido estudiada en detalle (Collier et al., 1975; Rotrosen et al., 1980; George
y Callins, 1985; George et al., 1986; Anton y Randall, 1987), lo que sugiere que éste
es un mecanismo general de toxicidad independiente del sitio en donde se metabaliza
el etanol.

" Es importante sefialar que el glutation reducido constituye uno de los principales sistemas
celulares encargado del atrapamiento de peroxidos y radicales libres, antes de que éstos
puedan producir dafos por lipoperoxidacion.

® Sibien los AINEs estan indentificados como inhibidores de la ciclooxigenasa y la lipooxi-
genasa {Vane, 1971; Seigel et a/,, 1979), enzimas responsables de la sintesis de
prostaglandinas y leucotrienos (que actuan como mediadores en los procesos de
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Esto concuerda con los estudios en donde se ha demostrado la capacidad de los AINES
como agentes quimiopreventivas en el desarrallo de procesas de tumarigénicas inducidaos por
agentes quimicos (Rao y Hussain, 1988, Moorghen et al., 1988; Reddy ei of., 1987; Tanaka ef al,,
1989; Pepin et al., 1992; Jalbert y Castonguay, 1992).

Todos estas resultados en principio, refuerzan la idea de que el etanal induce el desarrollo
de procesos inflamatarios en higado y otros tejidos, los cuales eventuaimente desencadenan la
generacion de radicales libres, proceso que es atenuado, al menos parcialmente por la
administracion simultanea de antiinflamatorios.

Por olra parte, es importante sefialar también, que los AINES producen alteraciones sobre
los niveles séricos de etanol: asi por ejemplo, la administracion del AINE piroxicam, produce un
impartarte decremento en los niveles séricas de etanol en comparacion con los animales control
(Zentella de Pifia et al., 1992; Vazquez-Osarnio et al., 1983), mientras que en contraste, la
administracion del AINE dipirona en condiciones similares, produce un ligero incremento en los
niveles séricas de etanal (Zentella de Pifa et al., 1993). Estos resultados sugieren que el piroxicam,
y no asi la dipirona, estimula la oxidacion del etanol’, lo cual a su vez sefala importantes
diferencias en el mecanismo de accion de estos dos farmacos scohre el metabaolismo del etanal, a
pesar de que ambos A/NEs comparten aigunos efectos comunes como por ejemplo, una
disminucion en la acumulacion de triglicéridos hepaticos inducida por etanol, y una menor
lipoperaxidacion medida como praduccion de malondialdehido (Zentella de Pifa et al., 1992, 1993).

Objetivos.
Tomando esto Ultimo coma punto de partida, se realizaran experimentos tendentes a

elucidar el mecanismao a través del cual el piroxicam vy la dipirona maodifican los niveles séricos de
etanal, con la idea de obtener informacidn que permita posteriormente plantear nuevos
experimentas para comprender los mecanismas de toxicidad de! etanol, y el efecto protector de los

AINEs.

inflamacian}, no en tados los AINEs, su capacidad como antagonistas de los procesos
inflamatorios, estd correlacionada con su capacidad para inhibir a estas enzimas{Hess,
1984; Brooks y Day, 1991; McCarmack y Brune, 1991; Cronstein y Weissmann, 1995},
por lo que presumiblemente, deben existir ademds, efectos sobre atros mecanismos
inductores de inflamacién, como por ejemplo: una reduccion en la capacidad de
respuesta de los neutrétilos a estimulos, que se refleja en una menor produccién de idn
superdxido (0,7} por parte de los neutrdfilos, que son {as células mas abundantes en
una inflamacién aguda y constituyen la primera linea de defensa contra agentes
patdgenos (Edelson et al., 1982; Abramson et al., 1984, 1985, 1989; Capsoni et af.,
1987; Weglarz et al., 1990; Weissmann, 1991}, o bien, a traves de una inhibicion en
la activacién del factor nuclear de transcripcion NF-kB, que regula la sintesis de
citosinas y otros mediadares de los procesos de inflamacion (Kopp v Ghosh, 1994},

% Esta Gltima interpretacion se apoya también en el hecho de que el piroxicam no modifica
la cantidad de alcohol eliminado por orina {Zentella de Pifia et a/., 1992).
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Para ello se analizé in vitro, el efecto de estos dos farmacos sobre algunas funciones
mitocondriales relacionadas con el consumo y recambio de equivalentes reductores, ya que se
considera que la velocidad de oxidacion del etanol, esta limitada principaimente por la capacidad
de la célula para oxidar los equivalentes reductores formados durante el metabolismo del etanol
(Rawat y Kuriyama, 1972; Israel ef al., 1975; Isselbacher Y Carter, 1976; Cederbaum et al., 1977,
Cronholm, 1985; Herandez-Murioz el al., 1987; Cronholm et al., 1988, Sugano et al., 1990), y es
precisamente la mitocondria, el principal sitio en donde se consumen estos equivalentes
reductores.

Adicionalmente, con la finalidad de obtener informacion complementaria sobre el
mecanismo de accion de estos dos AINEs, las curvas de farmacocinética de etanol en sangre de
ratas intoxicadas en forma aguda con etanol, tanto en presencia como en ausencia de piroxicam
y dipirona (Zentella de Pifia et al., 1992, 1993), se ajustaron a un modelo matematico de dos
compartimentos, en el cual se tomé en consideracion:

i) el metabolismo de primer paso del etanol en el estémago e higado.

i) lavelocidad de absorcion del etanol desde el primer compartimento (tracto digestivo) hasta
la sangre y resto del cuerpo (segundo compartimento), y que esta determinada por 1a
velocidad de vaciamiento gastrico.

i) el metabolismo hepatico del etanol.

Asi, los resultados obtenidos con el modelo matematico permitirdn corroborar y ampliar los
resultados obtenidos en mitocondrias y, de esta manera, poder elaborar un esquema mas amplio
sobre el mecanismo de accién de estos dos farmacos sobre el metabolismo del etanol.



Material y métodos

Se utilizaron ratas macho Wistar de 180-220 g de peso corporal, Ias cuales se sacrificaron
por decapitacion. Los higados fueron rapidamente removidos, picados y lavados con manitol 0.3
M, TES’ 5 mM, EGTA® 0.5 mM y albimina desgrasada 0.1% pH 7.35 (medio de aislamiento) a 0-4
°C. Las mitocondrias se aislaron por centrifugacion diferencial por el método de Schneider y
Hogeboom (1959), con las modificaciones propuestas por Siess (1983), tal y como se describe en
Zentella de Pia et al., (1989); en breve, el higado picado fue disgregado con un homogeneizador
de vidrio - tefion, utilizando 10 ml de medio de aislamiento frio por cada gramo de tejido. El
homogenado se centrifugd a 625 x g durante 10 min; posteriormente el sobrenadante se centrifugd
a 9250 x g durante 10 min, desechandose el sobrenadante y la capa floja sobre el paquete
mitocondrial. Las mitocondrias se resuspendieron con medio de aislamiento y se centrifugaron
nuevamente a 9250 x g por 10 min. Finaimente las mitocondrias se resuspendieron en medio de
aislamiento para obtener una suspension de aproximadamente 50 mg proteina/m.

La determinacién de proteina se efectud con modificaciones minimas de acuerdo a un
método de biuret descrito previamente por Cleland y Slater (1953), utilizando albimina de suero
bovino como estandar y KCN para corregir por turbidez (Keyser y Vaughn, 1949).

El consumo de oxigeno mitocondrial se determind polarograficamente con un electrodo de
oxlgeno tipo Clark (Yellow Springs Instruments Co.), utilizando succinato 6.6 mM ¢ malato 3.3 mM
mas glutamato 3.3 mM como sustratos, en un medio que contiene manitol 260 mM, TES 4.3 mM,
EGTA 0.43 mM, albtimina desgrasada 0.087%, fosfato-Tris 3.3 mM, MgCl, 2.6 mM y KCI 3.3 mM.
El control respiratorio y Ia relacion ADP/O se calcuié de acuerdo a Estabrook (1967).

El potencial de membrana mitocondrial se determind de acuerdo con el método descrito por
Akermany Wikstrom (1976), utilizando safranina como indicador, en un medio de incubacion similar
al empleado para determinar el consumo de oxigeno mitocondrial.

La actividad de alcohol deshidrogenasa hepatica se determind espectrofotométricamente
en un sobrenadante de 100,000 x g de homogenados de higado de rata frescos, tal y como se
describe en Keegan y Batey (1993), en un medio de incubacidn que contiene 50 mM de Tris-HCl
(pH 7.4), 2.5 mM de NAD' y 10 mM de etanol. La produccion de NADH y el cambio de absorbancia
a 340 nm se registrdé continuamente durante al menos 3 minutos. La actividad de alcohol
deshidrogenasa se calculé como la velocidad inicial de reduccién de NAD* u oxidacién de etanol
(considerando un coeficiente de extincion molar para el NADH de 6.22 x 10° M cm™).

" [acido N-tris-(hidroximetil)- 2-amino etano sulfénico}.

? [acido etilen-bis(oxietilen-nitrilo) -tetraacético).
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La cuantificacion de calcio libre en la matriz mitocondrial se hizo de acuerdo con Saavedra-
Molina et al. (1990) utilizando Fluo-3 como indicador fluorescente de calcio, en un medio que
contiene KCI 120 mM y MOPS® 20 miv (pH 7.4).

La incubacién de las mitocondrias para ensayar la biosintesis de citrulina se realizod de
acuerdo a las condiciones descritas por Corvera y Garcia-Sainz (1982), y la determinacion de
citrulina de acuerdo al método de Boyde y Rahmatulla (1980), tal y como se describe en Riveros-
Rosas (1988) y Zentella de Pifia et al (1989).

Por tltimo, en los experimentos donde se analizo el efecto de la administracion in vivo del
piroxicam sobre las mitocondrias de higado de rata, se utilizé un disefio experimental similar al
utilizado por Zentella de Pifia et al. (1992), en donde se estudio el efecto del piroxicam sobre el
metabolismo del etanol. Para ello se formaron cuatro grupos de animales, los cuales fueron
ayunados 24 h antes de ser tratados: el primer grupo correspondio al control y recibié una cantidad
isocalorica de sacarosa (como una solucion al 40% p/v) con respecto a la dosis de etanol
administrada a los grupos experimentales, ademas de una cantidad equivalente de la solucion
vehiculo del piroxicam por via intraperitoneal; el segundo grupo recibid una dosis de etanol de 5
g/kg (como una solucion al 63% v/v) y una cantidad equivalente de la solucién vehiculo de
piroxicam; el tercer grupo recibio una cantidad isocalérica de sacarosa y 10 mg/kg de piroxicarm
(como una solucién que contiene 7.5 mg/ml en una mezcla glicerol-agua 1:4), y por Ultimo el cuarto
grupo recibio 5 g/kg de etanol y 10 mg/kg de piroxicam. Al cabo de 12 h de tratamiento, los
animales fueron sacrificados por decapitacion, obteniéndose las mitocondrias de higado por el
procedimiento antes descrito.

? [&cido 4-morfolinpropano sulfénicol.
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Recambio de equivalentes reductores.

Como se menciond anteriormente, se considera que la velocidad de oxidacion del etanol,
esta limitada principaimente por la capacidad de las mitocondrias para transtocar los equivalentes
reductores formados duranie el metabolismo del etanol desde el citoplasma hasta la matriz
mitocondrial (Rawat y Kuriyama, 1972; isselbacher y Carter, 1976; Cederbaum el al., 1977,
Cronhotm, 1985; Hernandez-Mufioz el al., 1987; Cronholm ef al.,, 1988; Sugano ef al., 1990).

A suvez, la capacidad de las mitocondrias para {ranslocar el exceso de NADH generado
por el sistema de las alcohol deshidrogenasas en citosol, depende de la actividad de tas lanzaderas
de equivalentes reductores, de las cuales la mas importante es la lanzadera de aspartato-malato,
la cual se ilustra esquematicamente en la Figura 1. En ella participan la malato deshidrogenasa y
la aspartato transaminasa, localizadas tanto en el citosol como en la matriz mitocondrial, ademas
del translocador de dicarboxilatos y la translocasa de glutamato-aspartato que estan ubicados en
la membrana interna mitocondrial.

De esta manera, unade las estrategias mas empleadas para determinar la actividad de esta
lanzadera, consiste en su reconstitucion in vitro a partir de mitocondrias aisladas y la adicion
exdgena de las enzimas citosdlicas malato deshidrogenasa y aspartato transaminasa, junto con
los sustratos (NVADH, malato, aspartato y glutamato) necesarios para poner en funcionamiento la
lanzadera (e. g. Rawat y Kuriyama, 1972; Cederbaum et al., 1973a, 1973b; Isselbacher y Carter,
1976; Dawson, 1982; Hernandez-Murioz ef al., 1987, 1992; Kunz y Davis, 1991; Dietzen y Davies,
1993). Asi, el decremento en la concentracién de NADH como funcion del tiempo, es registrado
espectrofotométricamente y refleja directamente la actividad de la lanzadera. Sin embargo, cuando
se estudia el efecto de algun farmaco sobre la actividad de la lanzadera en un sistema
reconstituido, no se puede descartar ta posibilidad de que los efectos observados se deban solo
a alteraciones en las enzimas afadidas exdgenamente, sin necesidad de alterar el resto del
sistema de la lanzadera. En estas condiciones, resulta necesario el desarrollar controles
adicionales para descartar posibles artefactos (e.g. Hernandez-Murioz et al,, 1987), ya que en los
ensayos de reconstitucion, generalmente se afiaden enzimas obtenidas comercialmente', y que
son extraidas de especies distintas a las utilizadas en los experimentos.

Por otra parte, si se toma en consideracion que la poza mitocondrial de nicotin-adenin
dinucleétidos es limitada, es claro que la velocidad con que son translocados los equivalentes
reductores a mitocondria desde el citosol, muy rapidamente se equilibra con la velocidad con que
estos equivalentes son consumidos dentro de la mitocondria por la cadena respiratoria, por lo que
en un ensayo de actividad de la lanzadera de aspartato-malato in vitro, la velocidad con que se
consume el NADH fuera de la mitocondria es igual a la velocidad con la que se consume este

' Existen excepciones, como por ejemplo; Dawson, 1982.
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Figura 1. Diagrama de la lanzadera de aspartato-malato, incluyendo la actividad
acoplada de la cadena respiratoria.

mismo metabolito dentro de la cadena respiratoria en mitocondria, por lo que en estas
condiclones,la determinacién del consumo de oxigeno por la cadena respiratoria debe reflejar
también fielmente la actividad de |a lanzadera (es importante sefialar que esto Gltimo no se puede
extrapolar a condiciones in vivo, ya que el NADH y el resto de los metabolitos citosélicos de la
lanzadera se comparten con otras vias metabdlicas).
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Figura 2. Efecto del piroxicam sobre el consumo de oxigeno
mitocondrial en condiciones de reposo (edo. 4), utitizando glutamalo
+ malato (O) o succinato (@ como sustratos (los punlos
representan el promedio de 4 animales t error eslandard). El
consumo de oxigeno en presencia de piroxicam, es estadis-
licamente diferente del control (p<0.02) a partir de concentraciones
por arriba de 40 uM del antiinflamatorio.

Silo que se quiere ahora, es descartar la posibilidad de artefactos por la adicion de enzimas
exogenas en el ensayo de actividad de la lanzadera, una alternativa viable y muy sencilla de instru-
mentar, es la adicion directa de malato y glutamato a una suspension de mitocondrias aisladas, ya
que éstos son los respectivos productos de la malato deshidrogenasa y la aspartato transaminasa
empleadas en el sistema de reconstitucion de la lanzadera antes descrito. De esta manera, resulta
que si se registra el consumo de oxigeno de mitocondrias aisladas en presencia de malato y glu-
tamato como sustratos en cantidades no limitantes, se tiene automaticamente un registro libre de
artefactos, de la actividad de la porcion mitocondrial de la lanzadera de aspartato-malato. Por esta
razon, se descarto en este trabajo el realizar experimentos de reconstitucion de la lanzadera y se
prefirio estudiar en su lugar, el consumo de oxigeno mitocondrial con malato-glutamato como
sustratos, que es un sistema mas sencillo y facil de interpretar''.

" Es importante considerar que el consumo de oxlgeno de mitocondrias en reposo (en
ausencia de ADP), esta limitado principalmente por el consumo interno de ATP dentro de
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Efecto del Piroxican sobre
el consumo de oxigeno mi-
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\ / tocondrial;

S La Figura 2 muestra

CH
\N/ 3 el efecto de la adicion de

N—— piroxicam, sobre el consumo

\ de oxigeno mitocondrial en

CONH / condiciones de reposo o de

astado 4; en ella puede ob-

OH a—" servarse que el piroxicam a

conhcentraciones por arriba
de 40 pM, estimula significa-
Figura 3. Estructura del piroxicam (4-Hidroxi-2- tivamente en forma dosis
metil-N-2-p/r/din//~2h’-1,2-benzotiaz/na-3- ) dependiente el consumo de
carboxamida 1,1-dioxido). Peso molecular: 331.35 . oxigeno.

Este resultado es relevante, si se considera que |a concentracién de piroxicam reportada
en el plasma de ratas tratadas con éste AINE, a una dosis igual a la empleada para reducir los
niveles de etanal en sangre (10 mg kg'), es del orden de 50 uM cuando se administra por via
orogastrica (Lermioglu et al, 1990}, y significativamente mayor cuando se administra por via
intraperitoneal (Roskos y Boudinot, 1990)', con un tiempo de vida media de 6 a 46 hrs (Roskos y
Boudinot, 1990; Boudinot et al., 1993), lo que implica para fines practicos, que la concentracion de
este farmaco se mantiene casi constante durante todo el proceso de oxidacidon del etanol, ya que
ademas, la concentracion maxima de piroxicam al administrarlo aun por via orogastrica se alcanza
en 1 h aproximadamente (Lermioglu et al, 1990). De esta manera, el piroxicam alcanza
concentraciones que pueden facilmente estimular el consumo de equivalentes reductores en
mitocondria. En este punto, es necesario sefialar también, que el piroxicam (ver Figura 3), es una
molécula relativamente hidrofdbica e insoluble en medio acido, por lo que atravieza facilmente ias
membranas bioldgicas, y tiende a permanecer asociado a proteinas o en el interior de las
membranas, por lo que en principio, no debe tener ningun obstaculo para alcanzar la membrana
mitocondrial en el interior de las células, y estimular asi el consumo de equivalentes reductores, que
a su vez podria explicar la estimulacion observada en la oxidacion del etanol.

La Figura 2 muestra tambien, el efecto del piroxicam sobre el consumo de oxigeno
mitocondrial en condiciones de reposo, utilizando ahora succinato como sustrato. Puesto que con
este otro sustrato se observa también una estimulacion, debe pensarse que el efecto del piroxicam
sobre el recambio de equivalentes reductores, no estad restringido a una modificacion en la

la misma mitocondria, y el reciclamiento pasivo de protones a través de la membrana
mitocondrial interna(Groen et al., 1982; Masini et al., 1983; Brand y Murphy, 1987; Brand
el al., 1988; Riveros-Rosas et al, 1989), ya que esta dltima no es completamente
impermeable a los protones (Gutknecth, 1987; Julidn-Sanchez y Riveros-Rosas, 1988)

2 Una dosis intraperitoneal de piroxicam de solo 5 mg kg genera concentraciones en sangre
del orden de 90 pM.
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Figura 4. Efecto del piroxicam sobre el consumo de oxigeno mitocondrial
estimulado por ADP (edo. 3), utilizando succinalo (@), o glutamato + malato
(O) como sustratos (fos puntos representan el promedio de 4 animales +
error estandard). £ consumo de oxigeno en presencia de piroxicam no
difiere estadisticarnente del control a ninguna de las concentraciones
estudiadas. -

lanzadera de aspartato-malato, sino que corresponde a un efecto mas general sobre la actividad
mitocondrial,

La Figura 4, muestra el efecto del piroxicam sobre el consumo de oxigeno mitocondrial en
condiciones de estado 3 o estimulado por ADP, dtilizando glutamato-malato o succinato como
sustratos. En ella puede observarse que el piroxicam, no ejerce ningun efecto sobre el consumo
de oxigeno mitocondrial, lo que implica que su efecto estimulatorio esta restringido solo a la
respiracion en condiciones basales.

La estimulacion en el consumo de oxigeno en condiciones de estado 4, sin madificar el
consumo de oxigeno en condiciones de estado 3, determina un descenso en el control respiratorio
(ver Figura 5), el cual se acompafia también de un descenso en la relacion ADP/O (ver Figura 6).
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Figura 5. Efecto del piroxicam sobre el control respiratorio, utilizando
succinato (@) o glutamato + malalo (O) como sustratos (los puntos
representan el promedio de 4 animales t error estandard). Todas las
concentraciones de piroxicam estudiadas, difieren significativamente del
control (p<0.01), al emplear glutamato + malato como sustratos; y en el caso
del succinato, estas son estadisticamente diferentes a partir de
concentraciones mayores a 40 uM.

Piroxicam y su efecto sobre el potencial de membrana en mitocondria:

Estos efectos, analizados en su conjunto sugieren que el piroxicam actua como un desa-
coplante parcial'® de Ia fosforilacion oxidativa. Con la intencion de verificar esta tltima posibilidad,
se determino el efecto del piroxicam sobhre €l potencial de membrana en mitocondria. La Figura 7
muestra el efecto del piroxicam sobre el potencial de membrana, utilizando succinato como sustrato

" Se decidio emplear el término desacoplante parcial, con la idea de enfatizar el hecho que el
piroxicam, por las concentraciones empleadas en éste trabajo, solo estimula parcialmente
el consumo de oxfgeno en condiciones basales, sin que ello implique |a existencia de una
fraccion de Ia respiracion que pueda ser o no estimulada, tal y como se tiene en el caso
analogo de los inhibidores parciales de enzimas, es claro que si se emplean
concentraciones mayores de piroxicam, el efecto se incrementa proporcionalmente.
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Figura 6. Efecto del piroxicam sobre la relacion ADFP/Q, utilizando succinato
(@) o glutamato + malato (O) como sustratos (los puntos representan el
promedio de 4 animales * error estandard). Ninguno de los ensayos con
piroxicam difiere significativamente del control, excepto al emplear
piroxicam 40 uM y glutamato + malato como sustratos.

para energizar la membrana y safranina como indicador. En ella puede observarse que
efectivamente, el piroxicam praduce un abatimiento gradual del potencial de membrana por
adiciones sucesivas del mismo. Esta tltima propiedad del piroxicam puede entenderse si se revisa
con detalle la estructura de éste farmaco (ver Figura 3), ya que este AINE corresponde a una
moalécula relativamente hidrofébica, que posee un grupo hidroxilo disociable con un valor de pK de
6.3 ™, el cual podria permitir al piroxicam actuar como un acarreador de protones, explicando asi
la estimulacion en el consumo de oxigeno mitocondrial.

Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos previamente por Barios y Reyes
(1989), quienes también observaron un abatimiento en el control respiratorio y el potencial de
membrana en mitocondrias, aunque a concentraciones de piroxicam mucho mas elevadas que las
empleadas en el presente estudio (0.1 -0.3 mM). De hecho, es importante seiialar que otros

" medido en una mezcla de dioxano-agua 2:1 (Merck Index, 1989).
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antiinflamatorios  también

poseen actividad como Pirox
desacoplantes de la fos- |

forilacion  oxidativa en Pion
mitocondrias, aunque esta N Firen

caracteristica no guarda )
ninguna relacién con su Atiny
actividad como antiinfla- N\ GCEP
matorios (van den Berg y '\.m
Nauta, 1975).

La Tabla | lista al-
gunos de los antiinflama-
torios estudiados, y su efec- AA=0.02
to sobre el consumo de A 511533
oxigeno mitocondrial. En
esta Tabla, puede obser-
varse que no todos los
AINEs poseen actividad
como desacoplantes, y ‘ .
algunas de estos inclusive, 100 seq.
inhiben el consumo de
oxigeno estimulado por
ADP o dinitrofenl, lo que
implica probablemente %
efectos inhibitorios sobre la suce
actividad de la cadena de
transporte de electrones'.

La Tabla | muestra también
a manera de comparacion,
la concentracion necesaria Figura 7. Efecto del piroxicam sobre el potencial de
de 2 4-dinitrofenol para membrana en mitocondrias energizadas con
estimular 50% el consumo succinato 6.6 mM. Cada adicion de piroxicam
de oxigeno en condiciones equivale a un aumento en la conceniracion final de

20 pM; la adicion de CCCP corresponde a una
concentracion final de 1.25 uM.

de estado 4, valor que esta
apenas 4 veces por debajo
de la concentracion de
piroxicam necesaria para obtener un efecto similar, lo cual proporciona una idea mas clara de s.
capacidad como desacoplante.

' Al menos para el caso de la indometacina y la fenilbutazona esto Ultimo puede ser valido, ya
que no estimulan el consumo de oxigeno en condiciones de estado 4, e inhiben e} consumo
de oxigeno estimulado por desacoplantes.
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Tabla I. Efeclo de alqunos antiinflamatorios sobre el consumo e oxlgeno en mitocondrias de higaco.

Efecto (%) sobre el consumo de
oxigeno mitocondrial

Antiinflamatorio

hasal (edo. 4) astimulado por Referencia

Acido flufenamico 8.4 uM +50% - e

10 uM +260% NS, po a

lbuprofen 01 mM +180% NS o a

Aspirina 1 mM +173% NS, e a

Acido tiaprofénico 0.3 mM + 128% = 43% o, b

Diclofenac-K 0.3 mM +128% - 62% om b

Diclofenac-Na 0.1 mM + 86% = 34% anm b

Diflunisal 14.1 uM + 50% e

50 uM +197% N.S. aom) b

70 pym + 106% - 46% om e

100 M + 298% - 34% om b

Piroxicam 44 uM + 50% N.S. op f

100 uM + 89% N.S. om b

300 “M + 2450/0 N.S (ADPY b

Pirprofen 100 pM + 266% N.S. som b

6 mM + 54% - d

Tenoxicam 100 uM + 266% + 76% o b
2-fenil-1,3-indandiona 200 yM + 350% N.S. aor)

Butazolidina 6 mM + 226% - d

Sulindac 3mM + 54% d

Acido mefenamico 38.6 uM + 50% - e

Fenil-butazona 50-300 uM N.S. - 54% oney a

Indometacina 50-300 uM N.S. -67% gy :

288 uM - - 44% o) ¢

Naproxen 50-100 JM M.S. N.S. om b

Aminopirina 1 mM N.S. N.S. o a

2,4-Dinitrofenol 10 uM + 50% e

a (Tokumitsu et al., 1977); b (Bafos y Reyes, 1989); c(van den Berg y Nauta, 1975), d (Reyes
et al., 1986); e (McDougall et al., 1983); f (este trabajo) . N.S.: Efecto no significativo.
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Piroxicam: Efectos sobre mitocondrias in vivo:

Puesto que los resultados de estos ensayos in vilro, no pueden extrapolarse directame: e
a lo que ocurre in vivo, se decidio analizar también en un modelo de animal integro, el efecto de
la administracion intraperitoneal de piroxicam (10 mg/kg) sobre el acoplamiento de las mitocondrias
de higado, tanto en animales controles como intoxicados con etanol. La Tabla || muestra los resul-
tados ohtenidos con el control respiratorio en estos experimentos in vivo. En ella puede observarse
que la intoxicacion aguda con etanol (5 glkg), causa un pequeno decremento en el control
respiraterio, tal y como ha sido reportadn previamente, aunque lo mas significativo, es que la
administracion de piroxicam in vivo, produce un decremento en el control respiratorio, tanto en
animales controles a los que solo se les administro sacarosa, como en los animales intoxicados con
etanol. Si bien esta ultima diferencia no es estadisticamente significativa, el resultado esta en
concordancia con lo que deberia esperarse por los resultados antes descritos in vitro. Ademas. &3
importante tener presente que en el proceso de aislamiento de las mitocondrias, se emplea
albamina con la finalidad de atrapar los acidos grasos que se liberan durante el aislamiento y que
pueden desacoplar a las mitocondrias; esta misma albumina puede también tomar al piroxicam y
extraerlo de las mitocondrias, lo que explicaria al menos en parte, el poco efecto desacoplante e
piroxicam en éstos ensayos in vivo.

Tabla ll. Efecto del piroxicam sobre el controf respiratorio en mifocondrias de higado de rata, lan!:
en animales controles como infoxicados en forma aguda con etanol.

Sustrato oxidable

Tratamiento glutamato-malato succinato
Control Resp. Efecto (%) Control Resp. Efecto (%)

Sacarosa 4.83 £0.51 0 4.45 +0.65 0

(6) (7)
Etanol 443 +049 - 8% 3.92 £0.50 - 12%

(9) (8)
Sacarosa + 3.98+£0.58 - 18% 292 +£0.20 - 34%?°
Piroxicam (7 (5)
Etanol + 3.87 £0.49 - 20% 2.81+0.16 - 37%"
Piroxicam (6) (5) .

Los resultados estan expresados como media + error estandard.
* p<0.05 con respecto a su grupo control con sacarosa.
b p<0.02 con respecto a su grupo control con sacarosa,
¢ p<0.05 con respecto al grupo con etanol sin piroxicam.
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Por lo que se refiere a la relacion ADP / O en estos experimentos i vivo, s importante
sefalar que si bien las diferencias no son estadisticamente significativas (ver Tabla il), se observa
una tendencia similar a la obtenida con el control respiratorio, inostrando un iigeto decremento .
la relacion ADP /O al administrar piroxicam.

Estos resultados en conjunto, concuerdan con la idea de que el piroxicam actue como un
desacoplante parcial no solo in vitro, sino también in vivo, el cual a su vez podria inducir, una mayor
oxidacion de equivalentes reductores provenientes del citoplasma en mitocondria, y por tanto
estimular indirectamente una mavyor oxidacion del etanol. Esto explicaria en ultima instancia. a
disminucion de los niveles de etanol en sangre al administrar piroxicam

Tabla lll. Efecto del piroxicam sobie la relacion ADP /O en mitocondiias de higado de rata, tanto
en animales controles coma intoxicacdos en forma aguda con etanol.

Sustrato oxidable

Tratamiento glutamato-malato succinato
ADP/O Efecto (%) ADP/O Efecto (%)

Sacarosa 2.44 £0.54 0 1.93 £ 0.48 0

(6) ()
Etanol 2.50+£0.35 + 2% 2.26+£0.39 + 5%

(9) (8)
Sacarosa + 2.23+0.16 - 9% 1.98 £0.33 + 3%
Piroxicam () (%)
Etanol + 2.21+0.08 - 9% 1.56 £ 0.25 - 19%
Piroxicam (6) (5)

Los resultados estan expresados como media + error estandard.
Nota: Las diferencias entre los diferentes grupos no son estadisticamente significativis

Efecto del piroxicam sobre la actividad de la alcohol deshidrogenasa:

Es importante resaltar que la capacidad del piroxicam para acelerar el recambio ce
equivalentes reductores, es suficiente para explicar por si misma, una mayor velocidad de oxidacion
del etanol sin modificar necesariamente la actividad de la alcohol deshidrogenasa; de hecho. es
conocido que la administracion de desacoplantes en pequerias dosis, también acelera la oxidacior
del etanol (Israel ef al., 1975, Isselbacher y Carter, 1976, Cederbaum et al., 1977). No obstante
con la idea de verificar la posibilidad de que el piroxicam pudiera estar ejerciendo algun efecto
sobre la actividad de la alcohol deshidrogenasa, se analizo en sobrenadantes de 100,000 x ¢ de
homogenados de higado de rata, el efecto del piroxicam sobre la aclividad de esta enzima. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla IV, En ella puede observarse que el piroxicam a
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concentraciones de 7.5 UM y 75 pM, no ejerce ningun efecto sobre la actividad de la ADH, por lo

que el efecto estimulatorio del piroxicam scobre la velocidad de oxidacion del etanol, se restringe a
su efecto sobre el recambio de equivaientes reductares en mitocondria.

Tabla IV. Efecto del piroxicam sobre la actividad de alcohol deshidrogenasa

hepatica.
Actividad
Condiciéon nmolas etanal oxidado min' (mg prot)!
No NAD' 0.085 £ 0.07
Etanol 3.04£050
Etanol + Piroxicam 7.5 uM 3.02£0.51
Etanol + Piroxicam 75 uM 332037 -

Las mediciones de actividad de ADH, se determinaron en base a la pendiente
inicial de reduccion de NAD® a 340 nm, restando la actividad residual en
ausencia de etanol.

Los resultados estan expresados como la media + error estandard de 4
animales diferentes.

Los ensayos en presencia de piroxicam no muestran diferencia estadistica
con respecto al control.

Piroxicam y su efecto sobre la sintesis de citrulina:

Dado que el piroxicam puede actuar como un desacoplante parcial en mitocondrias, se
decidié analizar si la presencia de este antiinflamatorio no estercideo praduce un deterioro en otras
funciones desarrolladas por la mitocondria, como por ejemplo, la sintesis de citrulina, que es un
proceso que requiere de gran cantidad de energia por parte de la mitocondria, y es indispensable
para la detoxificacion del amanio en el ciclo de la urea'®.

La Figura 8 muestra el efecto del piroxicam in vitro, sobre la sintesis de citrulina en
mitocondrias de higado de rata. En ella puede observarse que este antiinflamatorio, estimula la
sintesis de citrulina, lo cual indica que la presencia de piroxicam a concentraciones parcialmente
desacoplantes, no es lo suficientemente tdxica como para impedir otras actividades mitocondriales
De hecho, esta estimulacion debe coadyuvar alin mas a acelerar el recambio de equivalentes
reductores, y por ende, la oxidacion del etanal.

'® La importancia relativa de la sintesis de citrulina dentro del total de las actividades
desarroliadas por la mitocondria, es evidente si se considera que el 20% de la proteina total
mitocondrial corresponde a la carbamil fosfato sintetasa (Raijman y Jones, 1976; Villalobos-
Molina y Saavedra-Molina, 1985), que es la principal enzima reguladora de la sintesis de
citrulina (Wanders et al., 1984).
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Figura 8. Efecto del piroxicam sobre la sintesis de citrulina en mitocondrias de
higado de rata.

Efecto del piroxicam sobre el transporte de calcio en mitocondria:

Puesto que la concentracion de calcio mitocondrial, es uno de los principales factores
reguladores de la actividad de las enzimas involucradas en la sintesis de citrulina (Saavedra-
Molina, 1992), se decidio estudiar si el piroxicam pudiera ejercer algin efecto sobre ‘a
concentracion de Ca** mitocondrial, que pudiera explicar la estimulacion observada en la sintes:s
de citrulina. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 9; en ella puede observarse gue
el piroxicam, desde concentraciones del orden de 20 M, produce una disminucion importante e~
la concentracion de calcio intramitacondrial, efecto que explica al menos en parte, la estimulacior
en la sintesis de citrulina por piroxicam'’, ya que la concentracion de Ca** en mitocondrias, es ur
modulador negativo de esta via (op. cit.).

Efecto de la Dipirona sobre el consumo de oxigeno mitocondrial:
Como se indicd en la seccion de antecedentes, la dipirona a diferencia del piroxicam, 11
solo no disminuye los niveles de etanol en sangre, sino que inclusive los aumenta ligeramente

"7 En este punto, es necesario hacer notar que no se tiene una correlacion exacta entre los
cambios en la concentracién de calcio libre mitocondrial, y la estimulacion en la sintesis de
citrulina, por lo que probablemente esten involucrados otros factores no identificados.
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(Zentella de Pifha el al., 1993), por lo que no es
de esperar en estas condiciones, un aumento en
la velocidad de oxidacion del etanol inducido por
dipirona. Con el fin de corroborar esta Ultima
suposician, se analizo el efecto de la dipirona in
vitro sobre el consumo de oxigeno mitocondrial
con malato-glutamato o succinato  como
sustratas, con la idea de conocer su efecto sobre
la capacidad de las mitocondrias para oxidar
equivalentes reductores, principal factor limitante
de la velocidad de oxidacion del etanol™®.

Las Figuras 10 y 11 muestran el efecto de
la dipirona sobre el consumo de oxigeno
mitocondrial en condiciones de reposo (estado 4),
y estimulado por ADP (estado 3). En ellas puede
observarse que la dipirona estimula el consumo
de oxigeno en condiciones de estado 4 solo a
concentraciones por arriba de 4 mM, y no tiene
ninglin efecto sobre la respiracion de estado 3.

Es importante sefialar que si bien la
dipirona muestra un efecto similar al piroxicam
sobre el consumo de oxigeno mitocandrial, las
concentraciones requeridas de dipirona, para
obtener un efecto similar al producido por
piroxicam, son del orden de 100 veces mayores,
y se observan en un intervalo de concentraciones
gue nunca se observan durante su uso como
agente terapéutico, por lo que para fines
practicos, la dipirona a las dosis administradas
para disminuir los indicadores de dafio hepético,
no ejerce ningun efecto sobre el recambio de
equivalentes reductores', lo cual es razonable de
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0 20 40 50 80
Piroxicom (uM)

Figura 9. Disminucion del
contenido de Ca** libre en la
matriz mitocondtrial inducido
por piroxicam. Las
mitocondrias fueron cargadas
previamente con el indicador
fluorescente Fluo-3, e
incubadas en un medio que
contiene KC/ 120 mM, MOPS
20 mM y la concentracion
indicada de piroxicam (pH 7.4).

100

' Ademas, no se han publicado datos sobre los efectos de la dipirona en la respiracion mito-
condrial.

' La dipirona administrada por via orogastrica, a dosis de 43 mg/kg es suficiente para disminurr
en ratas, algunos de los dafio inducidos por etanol en higado (Zentella de Pifia et al., 1993)
Si consideramos que el volumen de distribucion de la dipirona es 0.58 L/kg (Zylber-Katz rt
al., 1995), resulta que la maxima concentracion de dipirona que puede alcanzarse (aun
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esperar si consideramos que la dipirona no disminuye los niveles de etanol en sangre (Zentella de
Pina et al, 1993). De esta forma, los resultados aobtenidos con piroxicam y dipirona son
congruentes entre si, ya que la estimulacion en fa oxidacion de equivalentes reauciores se observa
solo en el AINE que promueve una mayor eliminacion del etanol,

30
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Figura 10. Efecto de la dipirona sobre el consumo de oxigeno mitocondrial en
candiciones de reposo o de estado 4, con glutamato-malato (@), o succinato (Q)
como sustratos (los puntos representan el promedio de 6 animales t error
estandard). Los ensayos en presencia del antiinflamatorio  difieren
significativamente del control a partir de 4 mM de dipirona, utilizando glutamato +
malato como sustrato, y de 8 mM al utilizar succinato.

suponiendo una absorcion y distribucion inmediata) es de 210 uM, concentracion que es
insuficiente para producir algun efecto sobre el recambio de equivalentes reductores.
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Figura 11. Efeclo de la dipirona sobre el consumo de oxigeno milocondrial en
estado 3 o estimulado con ADP, utilizando glutamato-malato ( @), o succinato (O)
como susltratos (los puntos representan el promedio de 6 animales * error
estandard). Ninguno de los ensayos en presencia de dipirona difiere
significativamente de su control sin dipirona.
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Descripcion del modelo.

Una de las técnicas mas utilizada para determinar la capacidad metabalica de oxidacion del
etanol o cualesquier otro compuesto xenaobiotico in vivo, cansiste en administrar una dosis conacida
del metabolito a estudiar (en este casao etanol). y determinar subsecuentemente los niveles de
efanol en sangre a diferentes tiempos. De esta farma, a través del analisis matematico de las
curvas de farmacacinética en sangre, es pasible abtener informaciaon sobre la capacidad metabalica
del arganismo completo.

Existen en téerminos generales, tres grandes tipos de aproximaciones para el tratamiento
de los datos, y en cada una de ellas se emplea una filosafia diferente (Wellings, 1986). Las técnicas
madelo-independientes, son las mas sencillas y socorridas, e implican [a medicion del area bajo
la curva, y el valor de la pendiente durante la fase de eliminacian, supaniendo que esta itina
obedece a una cinética de orden "una” o "cera’, dependiendo del metabalito a estudiar (ver Figura
12)%. Sin embargo, esta aproximacion aunque es facil de instrumentar, aporta poca informacion
y su interpretacion fisiologica, coma se discutird mas adelante, es complicada e involucra
generalmente varios pracesos que actian de forma simulitanea.

Otra aproximacion camprende madelos de dos a mas compartimentos, en donde a partir
de la aplicacion de modelos matematicos mas complejos es pasible abtener informacian mas
especifica. Estos modelos para fines practicos, pueden ser agrupados en dos grandes categorias
la primera®’ comprende madelos relativamente sencillos de solo dos o tres compartimentos. en
donde las curvas de farmacacinética se utilizan para estimar e! valor de unos cuantos parametros
cinéticos considerados como los mas relevantes®; la segunda categoria, que agrupa a los
denominados ‘modelos fisiologicos” comprende madelos mucha mas complejos, con numeroscs
compartimentos y mltiples parametros cineticos previamente definidos, de tal forma que fo Gnice
que se analiza es si la prediccion tedrica se ajusta a los valores experimentales. Esta Gllim»
apraximacion, si bien es util para predecir curvas de farmacocinética en diferentes condiciones

* Esta aproximacion, para el caso del etanal es razonable si se considera que la alcoho
deshidrogenasa de clase 1, principal responsable del metabolismo hepatico del etano:
posee una Km de alrededor de 1 mM, valor que esta muy por debajo de los niveles
alcanzados durante una intoxicacion aguda con etanol (30 - 40 mM).

“' Corresponde a los comunmente denaminados “madelos de compartimentos”.

*2 En este trabajo el término parametro se empleara no en su connotacion camo punto de
referencia, que es la acepcion mas empleada en biclogia, sino como una constante ¢
variable arbitraria que aparece en una expresion matematica y que, al cambiarla, da varios
casos del fendmena representado, y que es la acepcion mas empleada en matematicas v
para la cual no existe otro término equivalente.
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experimentales, tiene el inconveniente de que su aplicacion no es sencilla e implica una estimacion
independiente de cada uno de los diferentes parametros cinéticos a considerar®, ademas de ser
una aproximacion poco adecuada cuando se estudia la influencia de alguna vanable de ta cual se
ignora el tipo de efectos que producira sobre el metabolismo del farmaco a estudiar.

-y
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Figura 12. Perfil tipico de concentracion de etanol en sangre contra tiempo al
administrarse por via orogastrica. La primera parte de la curva esta delerminada
esenciaimente por la velocidad de absarcion, mientras que la parte final por la
velocidad de oxidacion hepalica. La concentracion maxima carresponde al tiempo
eh que las velocidades de absorcion y eliminacion son iguales,

Por estas razones, se decidid en el presente trabajo, plantear un modelo de pocos
compartimentos, en donde las curvas experimentales nos permitieran estimar algunos paradmetros
cinéticos, y asi poder obtener informacion referente al mecanismo de accion de los AINES sobre
el metabolismo del etanol.

Se selecciond en particular un modelo de dos compartimentos, considerando que 13
administracion inicial del etanol se realizd por via orogastrica, y a que existe un importante
metabolismo de primer paso en el tracto digestivo e higado, antes de que el etanol difunda al restc
del cuerpo por medio de la circulacion sanguinea (e. g. Julkunen et al., 1985; Caballeria et a/
1987, 1989, DiPadova ef al., 1987, Levitt ef al., 1994). De esta manera, se definio como un primer
compartimento el estémago o tracto digestivo, en donde una fraccion significativa se metaboliza

» De hecho, no es raro que algunas de estas Ultimas estimaciones por su dificultad para
evaluar, deban elaborarse a través de extrapolaciones sin una base experimental sdlida

y que por lo misimo, arrojan cierta incertidumbre sobre las predicciones de este tipo de
maodelos.
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ahi mismo a través de la alcohol deshidrogenasa gastrica, mientras que el resto es canalizado por
el vaciamiento gastrico al segundo compartimento (ver Figura 13). El segundo compartimento
comprende al resto del cuerpo en donde el etanol ditunde, por difusion simple a todos los fluiavs
corporales; en este segundo compartimento, el principal sitio de oxidacion del etanol es el higado.
el cual posee mas del 90% de la actividad total de alcohol deshidrogenasa®™, ademas, los otios
sistemas oxidantes de etanol tienen una participacion menor en una intoxicacion alcohdlica aguda
(Mezey, 1984, Zentella de Pifia y Pifa, 1987; Lieber, 1984, 1991, 1994) y es despreciable la
cantidad de etanol que puede eliminarse por orina, sudor o evaporacion en pulmones (Zentella de
Pifa y Pifa, 1987).

Etanol
Dosis inicial

(Via orogdstrica)

ko

:f,
Etanol
ADH I B Mewbolismo
gastrica B /(/ g hepatico
Acetaldehido Acetaldehido
Comp’art{mento Torrente sanguineo y
gastrico resto del cuerpo

Figura 13. Esquema general del modelo de dos compartimentos empleado en el
presente trabajo.

* Este valor es calculado a partir de los datos reportados por Boleda et al., (1989), en donde
se determina la actividad de alcohol deshidrogenasa de diferentes tejidos (la tabla de datos
esta reproducida en la Tabla Ill del capitulo Metabolismo del etanol).
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Para traducir a ecuaciones el esquema metabolico de la Figura 13, se elaboraron dos
aproximaciones; |a primera se planted de manera que su manejo matematico fuera relativamente
sencillo y pudiera ser analizada con detalle, para que con la informacion obtenida por este modeio
se planteara una segunda aproximacion mas apegada a las condiciones reales, aungue su manejo
matematico fuera mas complicado.

A continuacion se presenta el analisis completo de la primera aproximacion, asi como una
discusion general sobre el significado fisiologico de las mediciones de la capacidad metabalica i1
vivo a partir de las areas bajo la curva v el valor de la pendiente en fa fase de eliminacion,

Primera aproximacion

(“Cinética de primer orden”)

Es importante considerar que dada una dosis inicial de etanol en el estdmago (primer
compartimento), ésta se elimina a través de dos vias: una es la oxidacion in situ por la alcoho
deshidrogenasa gastrica, enzima que posee una K por el etanol del orden de 3 M o mas (Jula
etal, 1987; Parés et al, 1994)” y que por tanto, nunca alcanza a saturarse ni atin en los instantes
iniciales cuando se administra el etanol (éste generalmente se introduce por medio de una sonaa
gastrica a una concentracion de 30% a 60% (v/v), que equivale a concentraciones en el rango de
5.15 a 10.3 M, valores ligeramente por arriba de la Km), por lo cual es muy razonable el suponer
que la oxidacion de etanol en el estomago sigue una cinética de primer orden®. La segunda via de
eliminacion corresponde al transporte de etanol hacia el segunde compartimento, a traves de los
epitelios que recubren el estomago e intestinos; este transporte se lleva a cabo por medio de
difusién simple y obedece por tanto, a una cinética de primer orden.

El segundo compartimento recibe el etanol proveniente del estémago, y lo distribuye por
todo el cuerpo a través de la circulacion sanguinea (el etanol por su pequelio tamano, atraviesa
libremente todas las membranas celulares y su volumen de distribucion aparente corresponde al
total de liquidos corporales (Watson, 1989; Batt, 1989), excluyendo por ende las grasas
corporales)”’. En este compartimento, el etanol es oxidado principaimente por el sistema de las

* Existen diferentes ADH gastricas, las cuales muestran una notable variabilidad en cuanto a
sus caracteristicas cinéticas(Parés et al., 1994}, en mandril por ejemplo, se ha descrito una
ADH gastrica con una Km por el etanol del orden de 500 mM (Algar et al., 1992), y en e
hombre, se han descrito varias ADH gastricas, cuya Km para el etanol varia desde 41 mM
hasta 2 M (Hemandez-Mufioz ef al, 1990; Parés et al, 1994). El capitulo sobre
metabolismo del etanol, presenta una discusion mas completa sobre las diferentes clases
de ADH.

" Es importante considerar ademas que la alcohol deshidrogenasa no se excreta, sino que
esta localizada dentro de las células que componen la mucosa gastrica, por lo que a
concentracion de etanol a que estan expuestas estas células es menor que la
concentracién de etanol en la luz del estomago.

7 Por esta razdn las mujeres, al poseer una menor proporcién de liquidos corporales en
comparacion con los hombres (53% contra 61.8%), suelen alcanzar niveles mas altos de
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alcohol deshidrogenasas hepaticas, al cual por fines de simplificacion, supondremos inicialmente
gue obedece también a una cinética de primer orden (no es {a mejor suposicion inicial, pero nos
simplificara mucho el analisis matematico subsectiente y sirve como un punto de partida razonabie:)

De esta manera, la derivada de la cantidad de etanol en el estomago /“1()!{_ con respecto
al tiempo, esta determinada por una ecuacion del tipo™*:

EON = - pEOI -k EOH (0

en donde:
) - coeficiente de difusion del etanol desde el primer compartimento hacia ¢!
segundo compartimento.

k, - coeficiente de primer orden para la oxidacion de etanol en estomago.

Si esta ecuacion (1) se divide en ambos lados de la igualdad por el volumen de liquido
contenido en el primer compartimento (vo/,), se obtiene la derivada de la concentracion de etanol
con respecto al tiempo:

o FOf, ~op LOH, -k FON
[]L/()]/]l, m e PR .

vol, vol, (1o

Ambas ecuaciones son equivalentes si consideramos constante el volumen de este

compartimento.
La dinamicel de la cantidad de etanol £/OH_ en el segundo compartimento, esta descrita

por:
EIOH, = p EtOH ~ k, FtOH,
En donde;
I’ - coeficiente de difusion del etanol; es el mismo que el de la ecuacion (1).

K. - coeficiente de primer orden para la oxidacion hepatica del etanol.

Si esta ecuacion (2) se divide también a ambos lados de |a igualdad por el volumen de
distribucion del segundo compartimento (}o/), se obtiene una funcion equivalente pero en términos
de concentracion:

etanol en sangre al ingerir ambos dosis equivalentes de etanol (Batt, 1989; Watson, 1989)

% En esta ecuacion, se estima que la entrada inicial de etanol es lo suficientemente rapida
como para ser considerada instantanea en comparacion con los procesos de absorcion y
oxidacion.



Riveros-Raosas, H. Resultados: parte Il (Farmacocinética) 29

L EOH,  pEOH. & EOIL 2t
! ["’()/ll \ ey ',"(;," g ST s e j“r)‘l e t t ( - ])

Asi, la cinética de eliminacion del etanol esta dada por un par de ecuaciones diferenciales
EtOI, =~ p E1OH, ~ k FOH,

EIOH, = p EOU ~ kOl

Este par de ecuaciones diferenciales, guarda cierta semejanza con el modelo de dos
compartimentos proputiesto por Janku (1971), o el modelo de un compartimento abierto de Wellin,
(1986), quienes proponen al cuerpo como un sclo compartimento con cinéticas de absorcion v
gliminacion de primer orden, y un sitio de absorcion o segundo compartimento, de volumen muy
pequefo en comparacién con el resto del cuerpo. No obstante las semejanzas, estos modelos no
consideran un metabolismo de primer paso en el sitio de ahsorcian, tal y como se propone en este
{rabajo.

Sea = FEIOH, y v = EtOH, entonces, el sistema de ecuaciones (3) se transforma
en:

= px- kv

El sistema de ecuaciones anterior (4), ptiede ser transformado en una Unica ecuacion
diferencial si consideramos que:

dv oy px- kv

dx

* Si se desea considerar un sistema de ecuaciones que emplee concentraciones de etanol
en lugar de la cantidades, es necesario tomar en cuenta, no sclo los volumenes de cada
compartimento, sino también el hecho de que el segundo compartimento es mucho mas
grande que el primero, por lo que existe un efecto de dilucion importante al introducir etano!
de un compartimento a otro. Para corregir esto, seria necesario introducir para el etano!
proveniente del estémago, un factor de dilucion R - JE:OH], que equivaldria al volumen del
primer compartimento dividido entre el volumen del segundo compartimento. Por esta razon
y con la idea de mantener el sistema de ecuaciones diferenciales en su expresion mas
simple, se manejaran durante la integracion de este sistema, cantidades en lugar de
concentracion, en el entendido de que estas ecuaciones pueden en cualquier momento ser
expresadas como concentraciones si se dividen por los volumenes de los compartimentos
correspondientes.
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Y puesto que dv/dt es una exponencial simple, si se obtiene y=*/(x), automaticamente se

puade obtener 1=f(1).
Sea 1 unafunciontalque u=17x eninces 1y y portanto:

((l’ i
s T i AN PRI
v (v
- sustituyendo (6) en (5) se obtiene:
dy P ky v /! k. i
ey [ A — * R N o e g Mo, T " }’ N
Ay - ( P+ /‘-') prhN A /"l) Pk dy
Si definimos « = p + k&, entonces:
du -~ p ok,
“ ,‘_ A = e _* e " .
(v o

ecuacion que puede reescribirse como:

du = p (/\':wu)

A
dv d

separando variables se obtiene:

dv d-du

- p+(/"3-u) I

La forma de integrar esta lltima ecuacion depende de sik, -a =0 & k,-a »(), porlo
que en cada caso se obtendra un sistema de ecuaciones solucion diferente. A continuacion se

presenta la integracion de ambos casos:

Caso general:
ky-a =0
En este caso la ecuacion (10) puede reescribirse como:

ecuacion que puede integrarse directamente si se efectla un cambio de variable.
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Sea
‘ ky-ay p
- -
u | . (12)
entonces:
k.~ ua (13)
(/.4 L S (/“
¢ /
Sustituyendo (13) en (11):
g W
(/\ al’ - oo (14)
Integrando:
o f (L “ (/.\'
R ] a— (]())
( A ”) ~ X, \
..... (16)

' " — ’L | ”(\; | Jl] ; I”‘i \1 ) ,,,,, (17)

Reescribiendo se obtiene:

Sea:

Entonces:
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Sustituyendo el valor original de = (12) y /m en (20):

oo
meooooh oY (21

ek

Sustituyendo ahora el valor original de 1 (6) en (21).

[(L) < /'] D (22)

“ |) v, /)] i
mlox. a.

Reescribiendo y elevando ambos miembros de la ecuacion al exponente 1/m:

oo {23)

[
[ l) 1 ] ( Sy I
AR P
) [ L,” \“ (]‘J ‘-\_” a l mx . (?4)
Reescribiendo:
{ ) | }
b L .,__/_L’_’!_;‘l;,}_ el (25)
‘ L nmx, d X, uJ '
R f sl
ol eas pmx ot iy
S wa o T (26)
'\A./’”
y como;
' l\’w - (« A
ST P A Fols o (27)
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La ecuacion (26) puede reescribirse también como:

A

;V v o ' A /)HI RY o (‘723)
' v, [t \.,-t, «
Sustituyendo el valor original de ni:
i 1, I ! A ‘ JLRY R (29)
Loy ho- al ’ k.- u
AU
Puesto que:
| S (30)
\ Hy —- ‘\;[“(1 - R
X,
Entonces, sustituyendo en (29):
) P [ Y, ] ; Py (31)
¢ I R P, AN it * RO L
e St o I N
’ {\ ‘\'“” ; -
S ] o e L (32)
SR R SRS U ko~

De esta manera, (32) corresponde a la solucion de la ecuacion (5) cuando k, -« s ().
Puesto que:

= e (/) + /‘l) Y=o ody

entonces:
(/.\' /
o adt (33)
Por tanto, al integrar:
oy '
f —— i
- (,f o (34)

Se obtiene:
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Por tanto:
[y
IH'L . ), s e 0) (56)

Rt

Ny = Wy (3N

Asi, (37) corresponde a ta solucion de la primera ecuacion del sistema de ecuaciones (4).
Sustituyendo esta ecuacion en (32) se obtiene:

f 1 B o i
* Py, e prge (38)
\ ko= FO ky = a
/ 7 X, X,
" ( " /] S A (N T (39)
ko~ ky~ u

Paor tanto, el par de ecuaciones solucion del sistema de ecuaciones diferenciales (4), para
el caso general k., - « = (), es:

Sila ultima ecuacion de este sistema se divide a ambos lados de la igualdad por ! volumen
total de distribucidn del etanol (V0f), que corresponde aproximadamente al 70% del peso corporal,
entonces esta ecuacion indicara, en lugar de solo la cantidad, la dinamica de fa concentracion de
etanol en sangre™.

1

oy ' [f N2 P, :‘“‘”J (40a)

ko~ u ’ ky = u

El cuadro 1, desarrolia una demostracién en la que se comprueha que efectivamente el
sistema de ecuaciones (40) corresponde a una solucion del sistema de ecuaciones diferenciales
propuesto.

* Implicitamente se asume que la distribucion de etanol en el cuerpo alcanza un equilibrio
rapido y una distribucion homogénea.
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Cuadro 1 Verificacion del sistema de ecuaciones (40) como una solucion al sistema de ecuaciones
diferenciales propuesto.
Dado el sistema de ecuaciones diferenciales:

Yy 5N v
vy :
‘ i 1 / \’> { Lot ’ /"‘:4 "
S ko a) ko~ u
Derivando este sistema de ecuaciones contra tiempo, se obtiene;
N ¢ s N = - ( P -+ /\l) AY
‘ z’ P Sy " (v |
yvres o /\1 3y, ———— o (I{ """""""""""" j e
- \ ko - [y /\_, -

Con lo cual se demuestra que efectivamente, la primera ecuacion x,, corresponde a la -

)

“solucion de dv/dl.

Por lo que se refiere a )1, sumando y restando k. - (p *x,/th-a)) ¢ se tiene:

o ) oy, .
Sy= ok (_\;,” /} et /\',( /“’] ¢ "+ /\(p\] e - (l{l)\J ¢
: A\ k 1y ) (f.

it

k-, k- ko~ a

g Py - 7 . 73 ~
ekl g ) ] el )

Cancelando los términos semejantes:

j.’ , {— ’ } } ' . \ ]

. px, ‘L FZ . .

= /c,[(r., Sl B + {~] e o+ pa e
k- ke ] '

[C. \ 4] y

Sustituyendo finalmente por los valores originales de Yin Y Xy, se demuestra que fa
solucion propuesta es correcta.

0

v= —k,v 4+ px
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Caso particular:

Este caso en particular es poco probable que se presente en una situacion real, ya que
{edricamente siempre existira alguna diferencia entre dos parametros experimentales; sin embargo,
es conveniente considerar esta posibilidad ya que representa una situacion en la cual el sistema
de ecuaciones solucion (40) anteriormente desarrollado no se aplica™.

De la ecuacion (10) se establecio que:

dv o du

v ~pilk—alu

Sik, = p +k, entonces esta ecuacion se transforma en:

dvadu
v 7 (41)
Rearreglando se obliene:
/ - P dy
= ey —
‘ @« x (42)
Por lo que al integrar esta ultima ecuacion:
P dx
. ( a S (43)
‘ u . .‘_--ﬁ [ I ] '
uf, a ny W (44)
- p lrl X |
I n - 3
el L B

» Este tipo de limilaciones suele ignorarse en la mayor parte de los trabajos en donde se
desarrollan o aplican modelos de farmacocinética. Inclusive los textos clasicos de
farmacocinética presentan erroneamente las ecuaciones solucion como si se aplicaran en
cualquier situacion (e.g. Rowland & Tozer, 1989; Goodman Gilman et al., 1990; Wingard
Jr, et al., 1991). Son excepcionales los trabajos donde se analizan este tipo de cuestiones
(e.g. Welling, 1986).
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Sustituyendo el valor original de U:

Y puesto que:

. e . 2 df
RO P

i)

Sustituyendo esta equivalencia en la ecuacion (46):

BT I
PSS S e T 2t
Yo l PR B } \] voeoert (47)
[ "
e e e »
[’ ; ;‘"{__} . 3
Yo [ pio+ \] S (49)

Esta ultima ecuacion también puede reescribirse como:

St

Yo = [.\‘” pr+ yweee - (50)
Por tanto, para el caso en que &, = a = p + k , la solucién del sistema de ecuaciones
diferenciales (4) es:
e i - al
“\(/; SRR 4

P L ) e s R (1)

A
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Este Ultimo sistema de ecuaciones es muy diferente del primer sistema solucion (40), puesto
que existe un término lineal que no se presento antes. aunque el comportamiento cualitativo de
ambos sistemas es muy similar. £s importante ilamar la atencion sobre el hweno de que el primer
sistema solucion (40), no se aplica para el caso k, = &, ya que en esla situacion, los lérminos
exponenciales de ¥, se cancelan, prediciendo erroneamente una absorcion nula de etanol hacia

el segundo compartimento.
El cuadro 2, desarrolla una demostracion en la que se comprueba que efectivamente el
sistema de ecuaciones (51) corresponde a una solucion del sistema de ecuaciones diferenciales

originalmente propuesto.

-Cuadro 2: Verificacion del sistema de ecuaciones (51) como una solucion al sistema de ecuaciones
diferenciales propuesto.
Dado el sistema de ecuaciones diferenciales:

v= - p+ k)

"

y=opx- kv

Se propone como solucion del mismo el sistema de ecuaciones:

R . =l
XY= Yy @

R , -l
.‘u) - [‘\l) /)[ + .](l ’ (3

Derivando este sistema de ecuaciones contra tiempo, se obtiene:

~{p+ /\',).\',,- ¢ RS (p+ /\',).\'

E2 RO BN PR YRS N U CS VP 0 PP

-
i

i

: Con lo cual se demuestra que efectivamente la primera ecuacion es correcta. Por lo que se
. refiere a ta segunda ecuacion, esta se puede reescribir como;

0 ,

P A tp+ ki
y= px,e ’ ren

(l’ + kl) ['\'0 pro+ oy, '(3.
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Cuadro 2. Continuacion.

Sustituyendo los valores originales de X, y ¥, se tiene:

AT

Y puesto que k, = p + Kk

yEopyo- ko

Con lo cual se verifica que la solucion es correcta.

Andlisis cualitativo del modelo:

Una vez resuelto el sistema de ecuaciones diferenciales (4), se procedié a analizar con
detalle el comportamiento tedrico del par de sistemas de ecuaciones solucion (40 y 51), con la
finalidad de obtener una mayor comprension del modelo, y lograr una mejor interpretacion de los
resultados proporcionados por éste al ajustarlo a los datos experimentales. Para ello, inicialmente,
se efectuaron simulaciones numeéricas en los dos sistemas de ecuaciones solucion, tanto con el
caso general (40) como con el caso particular (51), observando graficamente, el efecto de
diferentes condiciones iniciales sobre las curvas de etanol contra tiempo.

Efecto de la dosis inicial de etanol: La Figura 14 muestra el curso temporal de la concentracion
de etanol en sangre predicha por los sistemas de ecuaciones solucién (40) y (51) a diferentes dosis
de etanol inicial. En ella puede observarse que ambos sistemas de ecuaciones solucién presentan
un comportamiento similar al seleccionar valores parecidos en los parametros cinéticos de las
ecuaciones solucion®. Por otra parte, en lo que se refiere al efecto de las diferentes dosis iniciales
de etanol, es muy notorio su efecto sobre las areas bajo la curva y la concentracion maxima de
etanol alcanzada.

Efecto de la velocidad de absorcion: Si lo que se modifica ahora es el parametro p, que
determina la velocidad de absorcién de etanol de un compartimento a otro, las curvas que se
obtienen se muestran en la Figura 15. En ella puede observarse que conforme decrece el valor del
parametro p, la pendiente inicial de las curvas disminuye al igual que la concentracion maxima y
el area bajo la curva; ademas, el tiempo al cual se alcanza la maxima concentracion aumenta y lo

' Recuérdese que no es posible seleccionar valores idénticos para los parametros cinéticos al

efectuar la comparacion entre ambos sistemas, ya que es imposible cumplir
simultaneamente las condiciones &, =p +k, v ko=p+ k.
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Figura 14. Curso temporal de la concentracién de etanol en sangre a diferentes dosis iniciales de etanc!: a) Simdlacion
realizada con el sistema de ecuaciones (40: caso general) considerando las siguientes condicicnes: p=0 15; k,=0.06;
k,=0.24, X,=21.7 mmol /0.14 L; &} Simulacicn realizada con el sistema de ecugciones (51 caso particuiar), considerandoc
las siguientes condiciones: p = 0.15; k, = 0.06, k, = 0.21; X,/ Vol = 21.7 mmol /0. 14 L.
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Figura 15. Efecto de las variaciones en el parémetro cinético de absorcion p, sobre las curvas de etano! en sangre a)
caso general, sistema de ecuaciones (40) y b} caso particular, sistema de ecuaciones (51); en esta Gltima simulacion se
mantuvo constante el parametro de oxidacion hepatica k,, lo que implico necesariamente modificar de manera implicita
el parametro de oxidacion de primer paso k,, ya gue en este sistema se debe cumplir la condicién & =p+4& . iLas
condiciones iniciales de las simulaciones son idénticas a las de la figura 14.
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mas significativo, es que para el caso general, el valor de la pendiente en la aparente “fase de
eliminacidn” disminuye sensiblemente, dando la impresion falsa de juna menor velocidad de
oxidacion! cuando ésta no se ha modificado™. Esto se observa mas claramente cuando se graficdn
esos mismos datos en escala semilogaritmica (ver Figura 16), ya que en estas condiciones, se
supone de acuerdo con algunos autores (e.g. Wellings, 1986), que "la porcidn terminal de la curva
esta dominada exclusivamente por la cinética de eliminacion en higado”. La Figura 16 demuestra
claramente que esta Ultima afirmacion es falsa si se praducen modificaciones en la velocidad de
absorcion®. Esto implica que las estimaciones modelo-independiente de la velocidad de oxidacion
in vivo, a partir de la sola medicion de la pendiente en la fase final de eliminacion. pueden estar
significativamente distorsionadas por alteraciones en la velocidad de absorcion, e inducir a
conclusiones totalmente errdneas. Este problema afecta en potencia, a la mayor parte de los
reportes sobre mediciones in vivo del metabolismo de etanol, por lo que deben ser revisadas
cuidadosamente antes de ser consideradas como validas (e. g. Wendell y Thurman, 1979; Adachi
et al, 1989, Zorzano y Herrera, 1990; Faulkner et af., 1990; Roine ef al., 1991; Panés et al., 1992;
Yap et al., 1993; Smith et al.. 1993, Bradford et al., 1993).

Efecto del metabolismo hepatico. |a oxidacion de etanol en el higado esta determinada por el
valor del parametro cinético de primer orden k.. La Figura 17 muestra las curvas de etanol en
sangre que se obtienen al modificar este parametro, en ella puede ohservarse que conforme se
incrementa k,, el area bajo la curva y el maximo de etanol en sangre disminuyen; ademas, el tiempo
al cual se alcanza el maximo de concentracion de etanol también disminuye y, paradéjicamente,
la pendiente en la fase de eliminacion disminuye conforme el metabolismo hepatico atimenta, esta
titima observacién refuerza aun mas los argumentos antes expuestos sobre la poca utilidad del
valor de la pendiente en la fase de eliminacién, como una herramienta para estimar la capacidad
metahdlica in vivo.

Efecto del metabolismo de primer paso: Este metabolismo ésta determinado por el valor del
parametro k,, la Figura 18 ilustra la modificacion que se observa en las curvas de etanol en sangre
al modificar este parametro en el sistema de ecuaciones (40), que corresponde al caso general,
en ella se observa al disminuir el valor de k,, el area bajo la curva se incrementa al igual que la
concentracion maxima de etanol y el tiempo que se requiere para alcanzar el maximo.

En el caso del sistema de ecuaciones (51), no se elaboraron curvas debido a que las
Figuras 4 y 6 ya contienen cambios en el valor del parametro cinético k,, puesto que no es posible
modificar de manera independiente los parametros p o k,. La Figura 15 muestra un incremento en

% Esto es especialmente valido para el caso general (Fig. 15a); para el caso particular (Fig..

18b), es conveniente recordar que la condicion K, =p+k, implica necesariamente
que al disminuir el valor del parametro p, el coeficiente k, debe disminuir, o el parametro k,
aumentar en la misma proporcién (ver aclaracion al pie de la Figura 15).
* El caso particular k, = p + k., no tiene este problema como puede observarse también en la
FFigura 16, sin embargo es poco probable que este caso se aplique a una situacion real en
comparacion con el caso general.
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Figura 16. Efecto de las variaciones en el parémetro cinético de absorcicn p, sobre fas curvas de etanoi en sangre a
escala semilogaritmica. Estas curvas corresponden solo a un regrafico de ia Figura 15.
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k,, ya que en este sistema se debe cumplir la condicion K, = p + K, . Las condiciones iniciales de las simulaciones
son idénticas a las de la Figura 74.
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el valor de k, conforme el valor del parametro p disminuye, y la Figura 17 muestra también
incrementos en el valor de k, conforme k, aumenta.
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Figura 18. Efecto de las modificaciones en el metabolismo de primer paso sobre las
curvas de etanol en sangre determinadas por el sistema de ecuaciones (40: caso
general). Las condiciones iniciales de la simulacion son idénticas a las de la Figura
14.
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Analisis matematico del modelo,

En forma paralela al analisis grafico de los sistemas de ecuaciones solucion, se estudio
analiticamente la relacion entre los parametros cinéticos y algunas caracteristicas de las curvas de
etanol en sangre, con la idea de adquirir una vision mas integral de los sistemas de ecuaciones
solucion.

Tiempo al que se alcanza la concentracion maxima de etanol en sangre. Matematicamente
esto ocurre cuando la derivada de |a concentracion de etanol en sangre con respecto al tiempo es
igual a cero, portanto, derivando con respecto al tiempo cada una de las ecuaciones soluciéon se
tiene:

Caso general: k. +p k.
L.a ecuacion solucion correspondiente a este caso es;

P, L ry,. a

Yoo & /\ e s /\‘ ” ¢ (40)

Derivando con respecto al tiempo:

\

A T R Y I A Y (O
/\‘_,—- (/J ¢ ‘/” A') /(_,—— d

o

y= - A‘.‘(.m-»‘ e

.. (52)

Igualando esta dltima ecuacién a cero, y considerando que en nuestras condiciones
experimentales }, = (), se tiene;

SN B AT oo PN e

) r/\‘.[ L e - P ¢ =0 (53)

P AT R PN o

k. a - ky~ a (54)
ko € St (55)

Por tanto:

k)~ kor= Wwla)= ae (56)
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Despejando finalmente 1, y recordando que v = p + &

ln{\/ dk.\,} ln? n ‘/\ k, ‘

De esta manera, el tiempo al cual la concentracion de efanol es maxima, depende
exclusivamente de los parametros cinéticos p. k, ¥ k., y es independiente de la dosis inicial de
etanol.

Caso patticular: k. = p - &,
La ecuacion solucién correspondiente a este caso es:

(LR

Yo, o lwpto gy e (51)

Derivando con respecto al tiempo y sustituyendo p + &, por k. se obtiene;

\ = |x, p) e

2

g X, pt (- /\':\) o k, kye .. (58)

- k.‘. .VU (’)h

lgualando esta ultima ecuacion a cero y considerando que en nuestras condiciones
experimentales V', = ().

{ = [(_\‘“ /)) - (,k: X, p 1) } ¢ kat o (59)

En condiciones de tiempo finito, esta titima ecuacion sera igual a cero solo si €l término
entre paréntesis es nulo, es decir, cuando:

“\.n /)) e (/\'2 AW /){) = {)

Por tanto:

De esta manera, al igual que en el caso general, el tiempo al cual se alcanza el maximo
depende exclusivamente de los parametros cinéticos y no de la dosis ipicial.
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Es importante recalcar que, si bien esta Ultima ecuacion (60) es facilmente utilizable, la
ecuacion (57) que corresponde al caso general, es mucho mas compleja v dificil de resoclver, por
lo que ésta ecuacion tiene poca utilidad practica para evaluar ios paramel.s cinéticos
experimentales,

Valor de la concentracion maxima de etanol: | tiempo al cual se alcanza la concentracion

maxima esta dado por las ecuaciones (57) para el caso general, y (60) para el caso particular, por
lo que sustituyendo estos valores en sus respectivas ecuaciones se obtiene;

Caso general: Kk, - p+ Kk,
La ecuacion solucion correspondiente es:

3
JARY Y IRY o
Yin = L.‘h""‘ / ""('[ J ¢ -+ /” ¢ .. (40)

Considerando que en nuestras condiciones experimentales ¥, = (), esta ecuacion puede
reescribirse como:

/)'\.” - A |
Vo = B A )

ky = a

Sustituyendo el valor de ¢ de la ecuacion (57) en (61) se tiene:

e -e 7

r~ -
] 1 L g j i “
Iy ¢ ,
i X - ln [tE
. | d Ay Sy a - Lk
p X 3 - 2 2
= | ] e - e
\ /\': - ([} ‘
L N
.. (62)
% ; ] T (I,, /‘,‘ ’
i |n[ 0 ) s o o
e " TR e
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P X, ajroh AR
V o A

Jmas /\‘ T k! /\‘ ’

Asi, la concentracion maxima de etanol para el caso general, es directamente proporcional
a la dosis inicial de etanol, y es una funcion compleja de los parametros cingticos &, k- y o .

Caso particular: k. p -k,
l.a ecuacion solucién correspondiente a este caso es:

Yoo [_\'“ pt t .11,]' UM hof 5D

Sustituyendo el valor de ¢ (60) correspondiente a la maxima concentracién de etanol en

esta Ultima ecuacion. y considerando que en nuestras condiciones experimentales 1, = (), se tiene:

.\.HM\ :':} Ny P (*) ! (3 i /fj ..... (65)
IR - kl S '
‘\“ /) S
Vi & Tty e (66)
k| ©
oL NP Ny o

RANITHIN = /\,: C) - (/) 4+ k,)C .:

En este caso, la concentracion maxima de etanol es directamente proporcional a la dosis
inicial de etanol y la relacion . k. (coeficiente de absorcion sobre coeficiente de oxidacion
hepatica). De cualquier manera, aunque esta ultima ecuacion es sencilla y facil de interpretar, el
caso general (64) que debe corresponder a la mayor parte de las situaciones experimentales, es
una ecuacion complicada y por lo mismo, poco Gtil desde un punto de vista practico.
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Pendiente inicial de las curvas de etanol en sangre. Esta pendiente corresponde al valor inicial
de la derivada de etanol en sangre con respecto al tiempo, en el instante inicial t = 11

N
) » X, . : IR _—
hoooal ko 521
Por lo que sustituyendor 1)y Y, - () se obtiene:
° k, px, apx,
Vo R o
' ky - a ky= wa (68)
, P ‘ K k- al (69)
Por tanto:
v=op \(, ..... (70)

La velocidad inicial de entrada de etanol del primer al segundo compartimento depende
exclusivamente del parametro de absorcion p y la dosis inicial .Y, |, lo que implica que

graficamente es posible estimar el valor del coeficiente de absorcion a partir de las curvas de etanol
contra tiempo, y es independiente del metabolismo hepatico y de primer paso.

Caso particular: &, =p * &, .
De la ecuacion (58), sabemos que la derivada con respecto al tiempo de la ecuacion
solucién correspondiente a este caso es:

'l)' = (.\‘“ /)) e ’ |

ky t

) _ ok (58
2 f +ox, Pt (~~ /\3) e 2= k€ kyt 8}



Riveros-Rosas, H. ‘ ~ Resultados y discusion: parte Il (Farnmacocinética) 51

Sustituyendo el valorde 1 = () y definiendo }, = () se obtiene:
yaEoop,

Esta ecuacion es idéntica a la ecuacion (70) obtenida para el caso general. Por tanto. el
valor de la pendiente inicial de las curvas de etanol en sangre ante una dosis dada de etanol
representa la magnitud del coeficiente de absorcion, independientemente del sistema de
gcuaciones que se aplique.

Area bajo la curva (AUC): El area bajo la curva de la concentracion de etanol como funcion del
tiempo, es un indicador importante puesto que sefala el grado de exposicion a etanol, vy
matematicamente equivale a la integral de la concentracion de etanol con respecto al tiempo.

Casogeneral: k, #p -k, .
De la ecuacion (61), se establecié que si la concentracion de V), = (), entonces la ecuacion
solucién correspondiente puede escribirse coma:

"l (](‘ - J‘ ___!../. clft = — J‘(_A:.__._.—_(L(..I.) . {C — (/) } ([{ . (71)

5o vol &

Esla ecuacion puede reescribirse como;

o= fofa= [las o (/\/) o M~ Je Nl

o }

Sea
[=-at y g =kt

entonces:
df=-ady dg = -k dt
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Sustituyendo en (72):

, L ooy, Jl ol - |
Fol L;/\-_, -l ' I koo @)

Por tanto:

. ! [ py, { I Y ! L1
AUC = o T [ ] ) [ , ]
lol ko ’ | o ¢ k. ¢l

—_
~
a

Sustituyendo por el valor original de / y ¢

» I
AUC = -

L el e | o

“ S (76)
. - )
- [/\\ ko~ a
ol \/\': -l } Aﬁ‘, 4] T (77)
Por lo que finalmente se obtiene:

S I 2Ry N, 2 -

g L = P L »-«—Jl—\] = (-A—A—-;—---»_—----v--w-] -
| ol kol vol ki(p e k) (78)

De esta manera es claro que el area bajo la curva es directamente proporcional a la dosis
inicial de etanol, e inversamente proporcional a la constante de oxidacion hepética y al volumen

de distribucion del etanol; y por lo que se refiere a los pardmetros p y &, el area bajo la curva
es proporcional a la relacion p . (p k).

Notese que si &, =< p, entonces los términos > y 4, desaparecen de la ecuacion
(78), y esta se convierte en:
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ecuacion que es idéntica a la descrita por Wellings (1986), para un modelo que considera
cinéticas de absorcion y eliminacién de primer orden sin metabolismo de primer paso. En esta
Ultima ecuacion, el area bajo la curva es independiente de la veiocidad de .sorcion, pat io que,
de manera general en gran parte de los trabajos en donde se estudia el metabolismo de primer
paso del etanol, se supone que la diferencia en el area hajo la curva al administrar etanol por via
intravenosa y orogastrica, responden exclusivamente al metabolismo de primer paso en estomago
e higado (e. g. Julkunen et al., 1985; DiPadova et al., 1987, Caballeria et al., 1989; Hernandez-
Muroz et al,, 1990; Frezza el al., 1990; Roine ef al., 1991). Esta interpretacion es incorrecta a la
(uz de la ecuacion (78), en donde se demuestra que cuando existe metabolismo de primer paso.
el area bajo la curva depende tanto del coeficiente de absorcion (), como del de metabolismo de

primer paso (k,), y si consideramos que entre una dosificacion orogastrica y una intravenosa,
existen notables diferencias en la velocidad de absorcion del etanol, es claro que las diferencias
en las areas bajo la curva pueden ser explicadas sin necesidad de implicar modificaciones en el
metabolismo de primer paso.

Caso particular: k. = p + &, .
La ecuacion solucion correspondiente a este caso es;

o Nk
Yy = ['\n pro+ .‘u]' ¢ - (51)

considerando que en nuestras condiciones experimentales ), = () se tiene:

J’:‘-[-\'n /”]' ¢ £ .....(65)

Por lo que entonces, el area bajo la curva (1 /() debe ser equivalente a:
AUC = .r [\‘ ] o= .r ) dt = l - J‘ VPt ()‘. hat (t
<L ; S Y 0 ; ! g . (80)

Esta Ultima ecuacion puede resolverse aplicando la formula de integracion por partes.
Sean dos funciones 11 y v tales que:

= x, pt
oy = grlll-(/f -(81)
Entonces:
du= x, pdf
T (82)

B PO AR B
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De esta manera, la ecuacion (80) se puede escribir como:

1 ko L L P
AUC = - _(.\', e dr e = ey = iy v
por ) PC ‘ bl 0 1(,/|_{ ! N
. (83)
Sustituyendo por las equivalencias de i, v y du, se tiene:
[ e . |
P / AN i ai i
I L2 b ¥ ¢ \ i
AUC = et b v o] T S Loyt 4
”()/5‘ | ! Y ’I l 1..! }\ - } P I """ (84)
[P )
x vl |
l ! ‘U at N /) ]
WC= by oprf 511 & =2 o
ol | ! ' d J | u ”JL’ ¢ ‘ AAAAA (85)
’ | s e .]’ ]
I (c ‘ Y, P .
e = "';"'\ Loy, pte] = | - e |
Iu/{ i / \ uJ | - [(“ ]" ‘ """ (86)
. 1) .
ycomo ¢’ =1y ¢ = 0), entonces:
vee Lo Bl @)
})/l o j
Pl p
= A (88)
l'u/{_ a ]

Y como « =k, = *+ k,, la ecuacion (88) se puede escribir también como:

1O = ..«.Im }"_l)-ﬁ :
o Tl kpe k) )

Con lo cual se obtiene una ecuacion igual a (78), demostrando que el valor del area bajo
la curva es el mismo en ambos casos, y por tanto independiente de la ecuacion solucion que se
integre.
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Segunda aproximacion
("Cinética de saturacion de tipo Michaelis-Menten")

Una vez que se estudio el primer modelo con cineticas de pnme arden, . procedié a
elaborar otro modelo mas complejo y apegado a la realidad. Para ello, se considerd conveniente
el efectuar las siguientes madificaciones:

1. Absorcion del etanol: E| alcohol etilico es una molécula que puede atravesar libremente por
difusion simple las membranas celulares, por lo que en principio, una cinética de absorcion
de primer orden deberia ser una huena aproximacion. Sin embargo, &s necesario
considerar que la mayor parte de la absorcion del etanol no se lleva a cabao en estomago,
sino en las primeras porciones del intestino delgado (Smith et al., 1992), en donde el etanol
difunde libremente de manera similar a como lo hace el agua. De esta manera, resuita que
el vaciamiento gastrico es un factor mucho mas determinante en la velocidad de absorcion
del etanol, que la simple difusion del alcoho! a través de la mucosa gastrica (Horowitz et al.,
1989). Porlo que se refiere al vaciamiento gastrico, son numerosos (os factores que pueden
modificarlo, e inclusive ef etanol mismo puede alterar la velocidad de este proceso™, por lo
que fa cinética de ahsorcion del etanol desde el tracto digestivo hasta el torrente sanguineo,
comprende un fendmeno refativamente complejo, ef cual se comptica aun mas si se
considera que paralelamente al transporte del alcohol, se efectua también el transporte de
agua con la misma cinética. En estas condiciones es de esperar que al ser transportados
soluto y solvente al mismo tiempao, la concentracion de etanot en el compartimento gastrico,
se mantenga al principio aproximadamente constante, hasta que la secrecion natural de
liquidos dentro del aparato digestivo diluyan la concentracion inicial del etanol.

Por estas razones, se prefirid antes que proponer un modelo que considerara en
forma simultanea todos estos aspectos, el utilizar alguna aproximacion empirica que se
adecuara alas observaciones experimentales sobre la cinética de absorcidn del etanol. En
este punto, deben mencionarse los trabajos de Roine ef af. (1991) y Maier et a/, (1995),
quienes estudiaron el efecto de la concentracidn del etanol ingerido sobre los niveles de
alcohol en sangre, al administrar una misma dosis de etanol. De fas curvas reportadas en
dichos esludios, puede observarse (aunque los autores no elaboran ningdn comentario al
respecto) que fa velocidad de absorcion del etanot a juzgar por la pendiente inicial de las
curvas, es casi constante y depende poca de la concentracién a la que se administra la
dosis inicial det etanal. Esto contrasta con otros trabajos en donde es claro que la velocidad
de absorcion, si depende de la dosis inicial de etanol que se administra (e. g. Wagner y
Patel, 1972). Estas dos observaciones pueden entenderse si se toma en consideracion que
es ¢l vaciamiento gastrico y no la difusion simple, el factor determinante en la velocidad de
absorcion. Asi, si se toma en cuenta que las concentraciones elevadas de etanol refrasan
el vaciamiento gastrico, y que los volimenes altos de liquidos en el estomago por el
contrario, lo aceleran, resulta dificil visualizar en primera instancia, un modelo que pueda
tomar en cuenta estas observaciones, y proponer un mecanismo de ahsorcion tal que, la

" La Tabla Il del capitulo Metabolismo del etanol enumera algunos de estos factores.
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velocidad de absorcion dependa de la cantidad de etanol, pero no de la concentracion con
que se administra, y mas si se toma en cuenta que por regla general, todos los fendomenos
de difusion simple dependen de la concentracion. Para fines de éste modelo, esta aparente
paradoja fue considerada como un hecho, por lo que la ecuacion de absorcion para el
gtanol, se planted como dependiente de la cantidad de etanol ingerido, y se calculd con la
idea de tener mas informacion sobre este problema, la concentracién de etanol
correspondiente a este primer compartimento, con base en las ecuaciones de cinética de
agua y etanol en este compartimento.

Asi, el par de ecuaciones propuesto para la cinética del agua y elanol en el primer
compartimento es:

//:(.)‘, = = o HO + s

EOH, = ~ pEOH. v, EOH, 90)

en donde:

p= coeficiente de absorcidn de primer orden (h'), y presenta un valor similar tanto
para la absorcion de agua como de etanol.*®

s = secrecion de agua por el epitelio gastrico. Se considerd que esta permanece
constante, con un valor de 0.81 mi h™' kg (Machella y Griffith JRr, 1949) y
que equivale a 9 mmol agua h”', considerando que el peso de los animales
empleados en los experimentos fue de 200 g.

v, = coeficiente de primer orden para la oxidacion del etanol en el primer
compartimento (h''); es equivalente al coeficiente k, del primer modelo.

Obsérvese en este par de ecuaciones, que la ecuacion (90) es idéntica a la
ecuacion (1) del primer modelo, sélo que en este caso la dinamica de la concentracion de
etanol es distinta, ya que el volumen de liquidos dentro del compartimento géastrico se
modifica en funcién del tiempo.

Il. Metabolismo hepatico. Dado que ta mayor parte del etanol metabolizado por el higado se oxida
a través del sistema de Ia alcohol deshidrogenasa, se consideré mas conveniente el
suponer para este proceso una cinética de tipo "michaeliana”, que pudiera asi explicar la
aparente cinética de orden cero a concentraciones elevadas de etanal, y de primer orden
a concentraciones bajas. De esta manera se considerd como constante el valor de la K,
y como parametro a ajustar el valor de la velocidad méxima.

¥ Puesto que se empled el mismo parametro cinético p en ambas ecuaciones, se utilizaron
también las mismas unidades de cantidad para ambos liquidos (mmolas).
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Por tanto, la ecuacion que describe la cinética de la cantidad de etanol en el
segundo compartimento es:

/r()//
/f()// = pEOH - UL}

l\m -r- li()//

En donde:

p - coeficiente de absorcion del etanol desde el primer compartimento hacia el

segundo compartimento ('), Es igua al ya citado parametro p de las
acuaciones (1) y (2).

v, - velocidad maxima de oxidacian del etanol en higado (mmol h').

¥ v . . .

Km constante de afinidad para el etanol del sistema de la alcohol
deshidrogenasa en higado {(mmal). Si esta constante se divide entre el
volumen total de distribucion del etanal, es equivalente a la constante de

Michaelis (mM). Se considerd camo un parametra constante con un valor de
1 mM

Si esta ultima ecuacion (91} se divide a ambos lados de la igualdad por el volumen

de distribucion del segundo compartimento (}'0/), se obtiene una funcién equivalente pero
en términos de concentracion™

gor, 1| EOH, | g
FOH), = TRy FIOH, — et |- (913)
Lo, = 1 K+ FOH |

Fol ()/

Ecuaciones de velocidad.
Asi, el sistema de ecuaciones diferenciales que define esta nueva aproximacian es:

HO = - p-HO +5
[fr‘(l)/[,‘ = — plOH, ~ v EOH

v, [1OH
‘K + EOH,

EIOH, = p EIOH, -

* En este segundo compartimento, se esta considerando como constante el volumen de
distribucion del etanol, aproximacion que es razonable si se considera que el volumen de
liquidos aportado por el compartimento gastrico es despreciable en comparacion al
contenido total de liquidos del cuerpo.
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Sea:
=110,
No= Lol
Vo O,

Entonces, el sistema de ecuaciones (92) se transforma en:

II s ey
\ == o p XN - X
v S (93)
‘ i v,
) Py e
ANm + )

Por lo expuesto anteriormente en el analisis del primer modelo, la ecuacion solucion
correspondiente a la segunda ecuacion de este sistema (93) es del tipo:

A ~(/) -6-"£')”./::
Vo= Yye & ..', R (94)

De manera analoga, se puede demostrar que la solucion a la primera ecuacion del sistema
(93) es del tipo:

‘-Hm‘ LHO - » 14 * P (95)

Asi, la dinamica de la concentracion de etanol en el primer compartimento debe estar dada
por una ecuacién del tipo:

\

Ve
{ ]u) \'()/“, ..... (96)

En donde vo/, corresponde al volumen de liquidos contenidos en el primer
compartimento como funcion del tiempo.
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Esta Gltima funcion equivale a la suma de volumenes de agua y etanol en el compartimento
gastrico™ *, por lo que se obtiene:

vol = C,-H, v O X 97

iy

donde:
(', factor de conversion de la cantidad de agua a volumen y equivale a 1 8x10°
Litros/mmal.

(", factor de conversion de la cantidad de etanol a volumen, y equivale a 5.82x10"
Litros/mmol.

Sustituyendo las ecuaciones (94) y (95) en (97) se obtiene:

. l St 8 ] . TR
m/m = (y 'L(Hn - /)]C / + /)J + -[,\” % r ) . (98)
Por lo que la ecuacion (96) se transforma finalmente en:
; _‘(/) = \1)”/ ,,,,,,
‘ ' (99
[ J(l); - r, - \_ A \]__ - R - (99)
- s oo C e

Por tiltimo, en lo que se refiere a la solucion de la tercera ecuacion del sistema (93), esta
es lo suficientemente compleja como para no poder resolverse de manera analitica, por lo que esta
tltima ecuacion solo se analizé en base a soluciones numéricas. La ecuacion sin embargo, se
modifico para poder trabajar directamente unidades de concentracion, para ello, se dividié a ambos
fados de la igualdad por el volumen total de distribucion del etanol, en forma similar a como se
obtuvo la ecuacion (91a), para que a continuacion se sustituyeran las cantidades de etanol en el

segundo compartimento Y, por la concentracion de etanol [}/, considerando que } = /Y] ¢ vol.

¥ No es posible despreciar el volumen del etanol, ya que las soluciones de alcohol que se
administran para intoxicar en forma aguda a los animales, poseen una elevada
concentracién de alcohol (30% a 60% (v/v) de etanol).

* Se esta considerando ademas, que el volumien total es igual a la suma de los volumenes de
etanol y agua; si hien esto Uitimo no es estrictamente cierto, la correccion es lo
suficientemente pequeria como para no considerarla. Observece también que los factores
de conversion C,y C tal y como estan definidos, son equivalentes al volumen molar parcial
del agua y el etanol.
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Asi, la ecuaciéon que se obtiene es:

o [ ES ]
! Y Y AN Y- 1ol
ol Pol 1 Vol | ey [Y]- ol
Esta ecuacion puede también reescribirse como:

e ,
[v]= o » Ao I)l (1o
I'ol Pol ol 1 “kmivol + )]

Si se define una nueva constante v, < v 1ol y una nueva constante A = "Km 7 1ol
la ecuacion (100a) se transforma en:

B R
Y Km + ¥y (102)

Esta Ultima ecuacion (102) tiene la ventaja de que los pardmetros cinéticos v, y A
. se pueden interpretar directamente como las constantes de velocidad maxima y de Michaelis-
Menten, y pueden entonces conipararse con los valores ya reportados para fa alcohol
deshidrogenasa.

Analisis grafico del segundo modelo.

Este analisis se efectud observando cualitativamente, el efecto de diferentes candiciones
iniciales sobre las curvas de etanol ¢ontra tiempo, desarroilando para ello, un programa para
infegrar numéricamente el sistema de ecuaciones diferenciales, empleando el lenguaje de
programacion proporcionado por el paquete Mathematica ver. 2.0,

Efecto de la dosis inicial de etanol. l.a Figura 19 muestra el curso temporal de las
cancentraciones de etanal en sangre predichas por el segundo modelo, con diferentes dosis
iniciales de etanol. En ellas puede observarse que conforme se incrementa la dosis, la velocidad
de absorcion, fa concentraciéon maxima de etanol y el area bajo la curva también se incrementan,
al igual que el tiempo necesario para alcanzar la concentracion maxima.

% Ellistado del programa empleado esta ilustrado en el apendice |.
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Figura 19. Curso temporal de la concentracion de etanol en sangre a diferentes
dosis iniciales de etanol. Los célculos se efectuaron de acuerdo con la ecuacion
(102) del segundo modelo. La simulacion numérica se realizé considerando las
siguientes condiciones: X, = 21.7 mmol, H, = 88 mmol; Y,=0mmol;, p = 0.15 h";
V,=0.15h"; V,=4.5mmol r'; Vol = 0.14 L (peso de los animales: 200g).

Efecto de la velocidad de absorcion: La Figura 20 muestra el efecto de la velocidad de absorcion
sobre el curso temporal de las curvas de etanol en sangre; en ellas puede observarse un
incremento en el drea bajo la curva y la concentracion maxima de etanal, conforme aumenta fa
velocidad de absorcion. El tiempo al cual se alcanza la concentracion maxima también se modifica
conforme varia p, aunque de manera compleja. Por otra parte, es importante resaltar también, que
las pendientes de estas curvas en la fase de eliminacion parecen seguir una cinética de orden cero,
tal y como se observa experimentalmente; sin embargo, el valor de estas pendientes se modifica
significativamente por variaciones en la velocidad de absorcion, lo que reafirma lo ya discutido
anteriormente para el primer modelo, sobre la poca utilidad de la medicién de estas pendientes
para estimar la capacidad de oxidacion del etanol in vivo.
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Figura 20. Efecto de la velocidad de absorcion sobre el curso temporal de la
concentracion de etanol en sangre, calculadas e acuerdo con el sequndo maodelo.
l.as condiciones iniciales de la simulacion numérica son identicas a las de la Figura
19,

Efecto del metabolismo hepdtico: La velocidad de oxidacion dei etano! en higado esta
determinada principalmente por la actividad del sistema de las alcohol deshidrogenasas, y en
nuestro modelo, por el parametro cinético v, que equivale ala V, ,, de este sistema. La Figura 21
muestra el efecto de las modificaciones en la velocidad de oxidacion hepatica sobre las curvas de
etanol en sangre. En ellas puede observarse como el area bajo la curva y la concentracion maxima
de etanol disminuyen conforme aumenta la velocidad de oxidacién; el tiempo requerido para
alcanzar la concentracion maxima también disminuye, y el valor de las pendientes ¢n la fase de
eliminacion se modifica proporcionalmente al aumentar v,. Si hien en este caso, el valor de la
pendiente en la fase de eliminacion si es proporcional a la velocidad de oxidacion, siguiendo una
aparente cinética de orden “cero”, es preciso recalcar que las modificaciones en el valor de esta
pendiente, no pueden ser consideradas como una prueba de alteraciones en el metabolismo
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hepatico, ya que como se demostré anteriormente, las alteraciones en la velocidad de absorcion
también modifican el valor de esta pendiente.
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Figura 21. Efeclo de las modificaciones en el metabolismo hepatico, sobre las
curvas de etanol en sangre, calculadas de acuerdo con la ecuacion (102) del
segundo modelo. Las condiciones iniciales de las simulaciones numéricas son
iclénticas a las de la Figura 19.

Efecto del metabolismo de primer paso: Este metabolismo esta determinado por la constante
cinética de primer orden v, y es analoga a la constante 4 ,del primer modelo. La Figura 22 muestra
las alteraciones en las curvas de etanol en sangre, que deben esperarse al modificar el
metabolismo de primer paso. En ellas puede ohservarse que las alteraciones en este metabolismo.
modifican el area bajo Ia curva, la concentracion maxima de etanol y el tiempo al cual se alcanza
ésta concentracion; sin embargo, no modifican la velocidad inicial de absorcion ni la pendiente de
las curvas en la fase de eliminacion. De esta manera, tal y como se esperaria, su efecto radica
principalmente en controlar la cantidad de etanol que efectivamente ingresa al torrente sanguineo;
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de hecho, el comportamiento cualitativo de estas curvas es muy similar a las obtenidas cuando se
modifica unicamente la dosis inicial de etanal {ver Figura 19).
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Figura 22, Efecto de las modificaciones en el metabolismo de primer paso, sobre
las curvas de etanol en sangre, calculadas de acuerdo con la ecuacion (102) del
segundo modelo. Las condiciones iniciales de las simulaciones numéricas son
idénticas a fas de la Figura 19.
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Aplicacion de los modelos a resultados experimentales.

Para analizar e! efecto del piroxicam sobre el metabolismo del etanol, se contd con dos
series de datos experimentales: una de elias corresponde a resuhados previamente publicados por
Zentella de Pina et al. (1992), en donde se estudio el efecto de una dosis de piroxicam (10 mg/Kg:
administrado tanto por via intraperitoneal como por via orogastrica) sobre el curso temporal de la
concentracion de etanol en sangre de ratas intoxicadas en forma aguda con etanel. La segunda
serie de datos, comprende un estudio similar en donde se estudiaron también las curvas de etanol
en sangre, pero a diferentes dosis de piroxicam, los resultados preliminares de éste segundo
estudio ya fueron presentados en congreso (Canallero et al., 1994, Julian-Sanchez et al., 1994
Riveros-Rosas et al., 1995).

De esta manera, se decidio realizar en primera instancia, un analisis comparativo entre los
dos modelos empleando para ello la primera serie de datos, y una vez definido el modelo mas
adecuado, aplicarlo a la segunda serie de datos que comprenden un estudio mas detallado a
diferentes dosis de piroxicam.

Por lo que se refiere a la dipirona, solo se contd con un par de curvas con pocas datos cada
una, que fueron pubicadas previamente por Zentella de Pifia et al. (1993); por esta razon se
analizaron Unicamente en base al modelo considerado como mas adecuado en el analisis previo
con piroxicam.

Comparacién entre los dos modelos.

La Figura 23 muestra el curso temporal de la concentracion de etanol en sangre de ratas
intoxicadas con alcohol por via orogastrica (5g - kg'') ylas curvas tedricas obtenidas al ajustar cada
uno de los modelos a los resultados experimentales. En ella puede observarse que el ajuste
ohtenido es bastante adecuado para ambos modelos, a juzgar por los valores de los coeficientes
de correlacion®, aunque el segundo modelo, con una cinética de saturacion de tipo Michaelis-
Menten, proporciona un mejor ajuste en comparacion con el primero. El primer modelo difiere de
los datos experimentales, principalmente en la porcian terminal de la curva.

Por lo que se refiere a los animales intoxicados con etanol y tratados simultaneamente con
piroxicam, los resultados experimentales, asi camo las curvas tedricas correspondientes se
muestran en las Figuras 24 y 25.

En la Figura 24 se ilustran los cambios obtenidos en la concentracion de etanol en sangre
al administrar simultaneamente piroxicam par via orogastrica, mientras que la Figura 25 muestra
los cambios obtenidos al administrarlo por via intraperitoneal. Nuevamente es claro que ambos
modelos dan un ajuste satisfactorio a los resultados experimentales, aunque el segundo modelo
proporciona otra vez, como debiera de esperarse, un mejor ajuste en comparacion con el primer
modelo, que es mucho mas sencillo y menos realista.

 En modelos no lineales, el coeficiente de correlacion se puede calcular, como el cociente
entre la varianza explicada por el modelo y la varianza total de los datos.
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Figura 23. Curso temporal de la concentracion de etanol en sangre de ratas
intoxicadas con etanol (5 g - kg') por via orogéstrica, asi como las curvas tedricas
obtenidas al ajustar el primer y sequndo modelo a los datos experimentales. El
coeficiente de correlacion obtenido para el primer modelo (caso general con
cinéticas de primer orden) es r* = 0.862 , mientras que el obtenido para el sequndo
modelo (con cinética de saturacion de tipo Michaelis-Menten) es: r'=0.944 (datos
experimentales tomados de Zentella de Piria gt al., 1992).
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Figura 24. Curso temporal de la concentracion de etanol en sangre de ratas
intoxicadas con elanol (5 g - kg'') por via orogastrica, y tratadas simultaneamente
con proxicam (10 mg -kg'), administrado también por via orogastrica. Las lineas
corresponden a las cuivas tedricas obleniclas al ajustar el primer y sequndo modelo
a los datos expetimentales. El coeficiente de correlacion obtenido para el primer
modelo (caso general con cinéticas de primer orden} es ¥ = 0.945, mientras que el
obtenido para el segundo modelo (con cinética de saturacion de tipo Michaelis-
Menten) es: *=0.968 (datos experimentales tomados de Zentella de Pina et al,
1992}
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Figura 25. Curso temporal de la concentracion de etanol en sangre de ratas
intoxicadas con etanol (5 g -kg'') por via orogastrica, y tratadas simultaneamente
con piroxicam (10 mg - kg'), administrado por via intraperitoneal. Las lineas
corresponden a las curvas tedricas obtenidas al ajustar el primer y segundo modelo
a los datos experimentales. El coeficiente de correlacion oblenido para el primer
modelo (caso general con cinéticas de primer orden) es r’ = 0.842 , mientras que el
ohtenido para el segundo modelo (con cinética de saturacion de tipo Michaelis-
Menten) es: '=0.916 (datos experimentales tomados de Zentella de Pifia et al.,

1992).
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Sin embargo, no obstante haber obtenido resultados satisfactorios con ambos modelos, y
no tener problemas debidos a la posible existencia de minimos locales'' en la estimacion de los
valores optimos de los parametros ajustados en cada uno de los sistemas de ecuacios
estudiados, es necesario sefialar que, con excepcion del parametro de absorcion p |, la
incertidumbre asociada a la estimacion del resto de los parametros es tan alta, gue pierden todo
su capacidad de prediccion, resultando inutiles para proporcionar informacion adicional sobre las
caracteristicas de los sistemas experimentales analizados.

Este ultimo problema (no visualizado inicialmente™), se debe a que la estimacion de los
parametros &, y v, del metabolismo de primer paso, depende de la estimacion de los parametros
k.y v, del metabolismo hepatico, y viceversa; es decir, existe toda una serie de valores £, - 4.

y v, -V, cuyo ajuste, estimado por la suma total de residuos al cuadrado®™, es muy semejante
al optimo, y por lo mismo, no pueden ser estadisticamente diferenciados unos de otros.

De esta manera, al modificar el valor del parametro de metabolismo de primer paso, es
posible encontrar un nuevo valor para el parametro de metabolismo hepatico, que compense y
practicamente anule el posible cambio en el curso temporal de la concentracion de etanol en
sangre. Esto se observa con claridad en las Figuras 26 y 27, en donde se grafica la suma tolal de

los residuos al cuadrado™, como funcion de los parametros v, y v,del segundo modelo (Figura 26),

o bien, en funcion de los parametros £, y k. del primer modelo (Figura 27).
e T T T T T

Figura 26. Suma total de residuos al cuadrado (que resulla al ajustar el modelo 2
a los dalos experimentales de la Figura 23) como funcién de los paramelros
cingticos v, y v. Elinserto de la izquierda, corresponde a la misma figura
principal. vista a menor amplificacion; y el inserto de la derecha, corresponde a una
vista vertical de la figura principal, en donde la franja sombreada comprende parejas
de valores v, y V. cuyo coeficiente de correlacion es mayor a 0.90 (la franja
sombreada en el inserto, en realidad se extiende por ambos extremos, pudiencio
alcanzar inclusive, valores nufos de v,, al prolongarse). El pardmetro p se mantuvo
constante, con un valor de 0.165 que corresponde al optimo.

"' Un problema que es inherente a todos los métodos de ajuste de ecuaciones por procesos
iterativos, Para una revision ver Motulsky y Ransnas (1987).

* De hecho, en los reportes previos a la finalizacion de este trabajo, reportamos estimaciones
para el metabolismo hepatico y de primer paso, empleando el segundo modelo aqui
descrito; los valores reportados no son validos por los argumentos que se expondran mas
adelante,

** Se entiende por residuo, la diferencia entre el valor observado experimentalmente, y el valor
esperado o predicho por el modelo.

" Esta suma corresponde también a la varianza "no explicada” por el modelo, puesto que la
varianza “explicada” mas la "no explicada’, es igual a la varianza total de los datos.
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Figura 27. Suma lotal de residuos al cuadrado (que resulla al ajustar el modelo |
a los datos experimentales de la Figura 23) como furcion de los parametros
cinélicos k, y k. Elinserto de la izquierda, corresponde a la misma figura principal,
vista a menor amplificacion; y el inserto de la derecha, corresponce a una vista
vertical de la figura principal, en donde fa franja sombreada comprende parejas de
valores k, y I, cuyo coeficiente de correfacion es mayor a 0.80 (la franja
sombreada en ef inserto, en realidad se extiende por ambos extremos, pudiendo
alcanzar inclusive, valores nulos de k,, af prolongarse). El parametro p se¢ mantuvo
constante, con un valor de 0.185, que correspende al optimo.

Asi, resulta que el unico parametro en ambos modelos, que puede estimarse de manera
confiable, es el coeficiente de absorcion ), pardmetro para el cual solo existe un punto optimo, con
un margen de incertidumbre estrecho (<20%), tal y como se demuestra en la Figura 28, en donde
se ilustran los efectos de la variacion del coeficiente de absorcion sobre la calidad del ajuste
(estimada como la suma total de resicuos al cuadrado), utilizando como ejemplo el modelo 2; con
el primer modelo se obtiene una relacion semejante, por lo cual no se ilustra.

Por esta razon, de aqui en adelante solo se presentaran estimaciones de los coeficientes
de absorcion, enfatizando con esto, la imposibilidad de evaluar a partir de solo una curva de etanol
en sangre, el metabolismo de primer paso. Para poder estimarlo, se requieren datos sobre el curso
temporal de la cantidad de etanol en el estomago, lo cual en general, no es considerado en los
trabajos que han elaborado "estimaciones” del metabolismo de primer paso del etanol (e.q.
Julkunen et al., 1985; DiPadova et al., 1987; Caballeria et al., 1989; Hernandez-Murioz et al., 1990;
Frezza et al., 1990; Roine et al., 1991), lo que aunado a los problemas antes expuestos sobre la
velocidad de absorcion, arroja como conclusion, el que estas estimaciones carezcan de validez™.

La Tabla V muestra el efecto de la administracion de piroxicam (10 mg - kg'), sobre la
velocidad de absorcion del etanol. En ella puede observarse que el piroxicam retrasa la absorcion
del etanol desde el compartimento gastrico, efecto que es mas notable cuando el antiinflamatorio
es administrado por via orogastrica.

Dado que el etanol se absorbe por difusidn simple, el efecto del piroxicam debe centrarse
primordialmente en modificaciones sobre la velocidad de vaciamiento gastrico, factor que como ya
se menciond anteriormente, es determinante para la velocidad de absorcion del alcohol.

Esto implica ademas, que la disminucion en el area bajo la curva del curso temporal de
etanol en sangre, no se debe exclusivamente a una mayor velocidad de oxidacion del etanol, ya
que simultaneamente se esta alterando también la velocidad de absorcion, lo que contribuye a su
vez a disminuir los niveles de etanol en sangre. De esta manera, el piroxicam ejerce un doble
efecto: por un lado, estimula en higado la oxidacion del etanol, mientras que en tracto digestivo,
retrasa la velocidad de absorcion. Estos dos efectos actian de manera aditiva para abatir la
concentracion de etanol en sangre.

“ Pocos son los métodos alternativos que no adolecen de estos problemas, resaltando en

especial los desarrollados por Caballeria et al. (1987), y Levitt et al. (1994),
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Figura 28. Suma total de residuos al cuadrado {(que resuita al ajustar el modelo 2 a fos datos experimentales de Ja Figura
23) como funcion de 10s parametros cinéticos p y v- (se considerd v, como constante, con un valor Sptimo de 0.133). La
Figura esta cortada por la mitad para facilitar su visualizacion; observe que el valor éptimo de p esta localizado deniro de
un surco muy estrecho, casi perpendicular al eje P, o que determina que solo un intervalo muy pequeric de valores de
P se aproximan al optimo. £/ inserto central muestra con una area sombreada, todas aquellas parejas de valores p y
v, cuyo coeficiente de correlacion es mayor a 0.90 . Una figura equivalente se obtiene silo que se maodifica esv  en lugar
de v..
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Tabla V. Efecto de la administracion del piroxicam (10 mg kg *) sobre la velocidad de absorcion del
etanol en ratas intoxicadas con elanol.

Velocidad de absorcion
(mmol etanol h'")

modelo 1 modelo 2

Condicién experimental o : ‘
P (cinética de primer orden) (cinética de Michaelis-Menten)

Etanol 0.155 £ 0.054 0.165
Etanol + piroxicam 0.113+0.062 0.121
intraperitoneal

Etanol + piroxican 0.092£0.012 0.095
orogastrico

Las estimaciones se efectuaron con hase en las curvas mostradas en las Figuras 23 a 20.
con fos datos experimentales reportados por Zentella de Piria el al. (1992).

Efetanol (6 g kg'') se administrd por via orogéastrica con una solucion al 30% (v/v) en ratas
macho Wistar de 200-225 g, ayunadas previamente 16 .

El modelo 1 se ajusto a través de una regresion no lineal iterativa, empleando el algoritmo
de Marquardt para optimizar el ajuste. Los célculos se efectuaron con las herramientas de ajuste
de curvas del programa Sigma-Plot, y corroboradas con los resultados obtenidos con las rutinas
equivalentes el programa Systat Ver. 5.0. Las incertidumbres reportadas son solo itustrativas. ya
que fos procedimientos establecidos para calcular el error asociado a los parametros estimados,
son solo validos para modelos lineales.

El modelo 2 se ajusto a traves de una regresion no lineal iterativa, empleando una
optimizacion por pasos descendente. Los célculos se efectuaron con el programa listado en el
apéndice 1, empleando las herramientas de calculo del programa Mathematica Ver. 2.0. En este
caso, no se efectud ningtin calculo de la incertidumbre asociada a los parémelros calculados.

Por lo que se refiere a la segunda serie de datos, las Figuras 29 a 31 muestran el efecto de
diferentes dosis de piroxicam, sobre el curso temporal de Ia concentracién de etanol en sangre de
ratas intoxicadas con alcohol por via orogastrica (5 g kg''), asi como las curvas tedricas obtenidas
al ajustar el segundo modelo a estos datos®®. En ellas puede observarse que el ajuste de las curvas
tedricas es satisfactorio al igual que en la primera serie de datos, aunque sigue vigente el problema
de no poder estimar con precision la magnitud del metaholismo hepatico y de primer paso.

® Los calculos se efectuaron tnicamente en base al segundo modelo, ya que éste resulté ser
el mas adecuado de acuerdo a los resultados obtenidos con la primera serie de datos.
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Figura 29. Efecto del pircxicam sobre la farmacocinética de etanol en sangre. Los animales recibieron 5 g -kg™ de etanol

e
por via orogastrica, mas: a} 0.1 ml de solucion salina, b) 0.005 pymol - kg’ de piroxicam (1.65 ug - kg’ ) enn 0.1 mi de
solucién salina. Las lineas corresponden a la curva tedrica oblenida &l ajustar el segundc modeic a jos

experimentales.
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Figura 30. Efecto dei piroxicam sobre la farmacocinética de etanol en sangre. Los animales recibieron 5 g - kg’ de elanc!
por via orogastiica, més: a) 0.05 ymol - kg’ de piroxicam (16.5 g -kg™) en 0.1 mi de Solucion salira, b) 0.5 umol - Xg 'de
piroxicam (165 ug -kg™) en 0.1 m! de solucién salina. Las lineas corresponden a la curva tedrica obtenida al ajustar el
segundo modelo a los datos experimentales.
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Figura 31. Efecto del piroxicam sobre la farmacocinetica de etanol en sangre. Los animales recibieron 5 g - kg’ de etanol
por via orogéstrica, mas: a) 5.0 umol - kg’ de piroxicam (1.65mg -kg™') en 0.1 mi de solucién saiina. b) 50.0 umof -kgide
piroxicam (16.5mg -kg’) en 0.1 mi de solucion salina. Las lineas corresponden a !a curva tecrica obtenida al ajustar ei

segundo modelo a los datos experimentales.
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lLa Tabla VI muestra el efecto de diferentes dosis de piroxicam sohre la velocidad de
absorcién del etanol, empleando ahora, los resultados experimentales de la segunda serie de datos
(Figuras 29 a 31), los cuales ya habian sido presentados anteriormente en forma preiimu ar
(Caballero et al., 1994; Julian-Sanchez et al, 1994; Riveros-Rosas et al., 1995), En esta Tabla
puede observarse que la administracion de piroxicam a dosis bajas (1.65 - 16.5 g kg''), estimula
significativamente la absorcion del etanol, mientras que a dosis mayores, disminuye la velocidad
de absorcion, tal y como se demostrd con el analisis de la primera serie de datos.

Tabla VI. Efecto de la administracion de piroxicam a diferentes dosis, sobre el
coeficiente de absorcion del etanol en ratas.

Piroxicam Coeficiente de ahsorcion
(mmol etanol - ")

0 0.249 +0.024
(10)

0.005 umol - k_g" 0.328 + 0.037
(1.65ug - kg") (5)

0.05 ymol - kg'* 0.428 £ 0.031"
(16.5ug - kg') (5)

0.5 umol - kg 0.189 + 0.007"
(165 pg: kg') (5)

5.0 umol - kg'! 0.232 +0.006
(1.65mg - kg') (5)

50 umol - kg'* 0.188+ 0.005"
(165 mg - kg) (5)

Et etanol (5 g - kg'') se administro por via orogastrica en una solucion al 63%

(v/v), en ratas macho Wistar de 200-220 g, ayunadas previamente por 16 h.

Las estimaciones se efectuaron con hase en las curvas mastradas en las
Figuras 29 a 31, ajustando los datos experimentales a una cinética de saturacion
de tipo Michaelis-Menten (modelo 2).

El ajuste se realizo a través de una regresion no lineal fterativa, empleando un
proceso de optimizacion por pasos descendente. Los calculos se efectuaron con
el programa listado en el apéndice 1, empleanco las herramientas de calculo del
programa Mathematica Ver. 2.0

Los resultados mostrados representan la media £ E.S. con el ntimero de curvas
analizadas indicado entre paréntesis.

" p<0.10; T p<0.05; 7 p<0.01:todas con respecto al contral.
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No es sencillo interpretar el por qué de estos efectos antagonicos del piroxicam sobre la
velocidad de absorcién, aunque puede presumirse de antemano que se trata de un fenémeno
complejo. En este sentido, debe recordarse que la produccion local de prostaglandinas y
leucotrienos en estémago, juega un pape! determinante en la secrecion de acidos, el vaciamiento
gastrico y el proceso de digestion en general, por o que resulta en cieita manera comprensible, el
que la interaccion simultanea de dos farmacos que alteran la sintesis de prostaglandinas como son
el alcohol y los AINEs, produzcan efectos con una dinamica compleja.

Por otra parte, al comparar los resultados de las Tablas V y VI, no debe soslayarse la
importante diferencia (50%) que existe entre la velocidad de absorcion del etanol en los animales
del grupo control de la primera serie de datos (Tabla V), con los animales del grupo control
correspondientes a la segunda serie de datos (Tabla Vi). La diferencia observada entre ambhos se
debe muy probablemente, a la diferencia en la concentracién con que se administrd el etanol en
dichos grupos (30% vs 63% respectivamente). De esta forma, si la absorcidn del etanol es un
proceso que depende (al menos en parte) de fendmenos de difusion simple, es de esperar que la
velocidad con que se lleva a cabo esta absorcion, responda de manera proporcional a la
concentracion inicial con que se administra el etanol. Puesto que un incremento en la concentracion
inicial de etanol de mas del 100%, solo se refleja en alrededor de un 50% de incremento en la
velocidad con que se absorbe el etanol, resuita claro que existen otros factores que también son
determinantes en la velocidad de absorcién de éste, y que son "independientes" de la
concentracion. Esta (ltima observacion esta en concordancia con los reportes ya mencionados de
Roine et al. (1991) y Maier et al. (1995), quienes muestran que la velocidad de absorcion del etanol
(en unintervalo de concentraciones de 4 a 40%), responde poco a los cambios en la concentracion
inicial con gue se administra el etanol.

En cuanto al efecto de la dipirona sobre la farmacocinética del etanol, parece que ésta
aumenta la velocidad de absorcién del etanol, aunque se consideré conveniente no elahorar
ninguna conclusion al respecto, ya que por un lado, los modelos aplicados fueron incapaces de
proporcionar informacion sobre la velocidad de oxidacién del etanol, y por otro, los pocos datos
reportados no incluyeron determinaciones de etanol en sangre a tiempos cortos, por lo que
tampoco pueden elaborarse estimaciones fidedignas del efecto de |a dipirona sobre la velocidad
de absorcion del etanol. La Figura 32 muestra, a manera de ilustracion, el efecto de la dipirona
sobre la farmacocinética del etanol con los problemas antes expuestos.

Por Ultimo, debe sefalarse que la disminucidon en la exposicion a etanol por la
administracion simultanea de piroxicam, no guarda relacion con el efecto protector de los
antiinflamatorios*, ya que la dipirona, que aumenta la exposicion a etanol y no modifica la velocidad
de oxidacion de éste, protege también de igual manera contra los efectos deletéreos del etanal, por
lo que puede concluirse que la capacidad para metabolizar el etancl, es independiente de la
generacion de efectos toxicos en higado. Esta Ultima conclusién es importante, porque refuerza las
evidencias que sugieren que el etanol per se, no es el responsable de los efectos deletéreos
ohservados en una intoxicacién etilica.

7 Medidos como una menor produccion de malondialdehido, o una menor acumulacion de
triglicéridos en higado (Zentella de Piia et al., 1992, 1993)
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Figura 32. Efecto de la dipirona sobre el curso temporal de la concentracion de
etanol en sangre de ratas intoxicadas con etanol. Todos los animales recibieron 5
g - kg' de etanol mds una cantidad equivalente del vehiculo en que se disolvio el
AINE(0); el grupo experimental recibio ademas 53 mg kg de dipirona disueltos en
NaCl 0.9% como vehiculo ( e). Los animales fueron ayunados 24 h antes de iniciar
los tratamientos.
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Las conclusiones obienidas en este trabajo, ya han sido presentadas a lo largo det
desarrollo del mismo, y pueden dividirse en tres aspectos: i) aquellas relacionadas con el
alcoholismo como un problema de salud en Mexico, it) las relacionadas con el etecto de los AINES
sobre el metabolismo del etanol, y finalmente, iii) las relacionadas con aspectos generales de
farmacocinética.

1. Por lo que se refiere al primer grupo de conclusiones, es importante sefialar que en éste trabajo
se elabora por primera vez una estimacion de la mortalidad total atribuible al alcohol, resaltandc
lo siguiente:
El numero total de muertes en México atribuibles al consumo de alcoho! en 1992, fue .1
46 569, cifra que equivale al 11.36% de la mortalidad total para ese ar~
colocandose entre las tres primeras causas de muerte para la poblacion generat
La mortalidad total atribuibte al alcohol es 2.4 veces mayor que la mortalidad atribuible scio
a cirrosis hepatica.
La tasa de mortalidad total atribuible al alcohol para fa poblacion masculina es de 83 i
contra 23.5 para ia poblacion femenina.

Il. Por lo que se refiere al segundo grupo de conclusiones, debe sefalarse lo siguiente:

La reduccidn en fa concentracion de etanol (en sangre de ratas intoxicadas cor
alcohot), que se nroduce al administrar piroxicam, se debe a dos tipos de efectos qus:
actuan de manera independiente:

i) a nivel de tracto digestivo ef piroxicam disminuye la velocidad de ahsorcion de etarr:
desde el compartimento gastrico;

ity a nivel hepatico, el piroxicam estimula la oxidacion de equivalentes reductores +
mitocondria, lo que a su vez permite una mayor velocidad de oxidacion def etanc

Estos dos efeclos actiian de manera simultanea, provocando una notable reduccicr

en los niveles de etanol en sangre.

La menor velocidad de absorcion del etanol en presencia de piroxicam (10 -16.5 mg - kg
es muy probable que esté relacionada con una menor velocidad de vaciamiento
gastrico, auhque el mecanismo involucrado debe ser complejo, ya que el piroxicam
a dosis menores (1.65-16.5 ug kg'') acelera la absorcidn del etanol.

Por lo que se refiere a la estimulacion por piroxicam de la oxidacion de equivalentes
reductores en mitocondrias de higado, ésta se dehe también a dos procescs
diferentes:
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i) el piroxicam estimula en mitocondrias la produccion de citrulina, una de las
actividades mitocondriales que mas demanda energia en forma de ATP y
que por lo mismo, consume una gran cantidad de equivalentes reductor«s
(esta estimulacion muy probahlemente esta relacionada con la salida de
calcio de la mitocondria, accion que tambien es inducida por la presencia de
piroxicam).

il el piroxicam puede actuar como un desacoplante “parcial* de la respiracion
mitocondrial, ya que tanto in vivo como in vilro, la administracion de este
AINE disminuye el contrel respiratorio y la relacicn ADP/2 en mitocondnas
aisladas. Este efecto, se dehe a que el piroxicam es un acido debil de
naturaleza hidrofobica (con un pK de 6.1), y que por lo mismo puede
acarrear protones de un lado a otro de la membrana, disipando por tanto.
potencial de membrana en mitocondrias, y estimulando el consumo e
oxigeno en condiciones de reposo y no asi el estimulado por ADP. rie
hecho, la capacidad desacoplante del piroxicam esta apenas 4 veces por
debajo de la ejercida por el 2 4-dinitrofenol, un desacoplante clasico.

De esta manera, el piroxicam promueve una mayor oxidacion de equivalentes
reductores, lo que a su véz permite una mayor velocidad en la oxidacion
hepatica del etanol.

Por otra parte, es importante senalar que el piroxicam no afecta la actividad de 1a
alcohol deshidrogenasa, por lo que los efectos sobre el metabolismo do
etanol no estan mediados por cambios en la actividad de: esta enzima.

Por lo que se refiere a la dipirona, ésta produce también efectcs:
desacoplantes en la respiracion mitocondrial, pero a concentraciones en el orde
mM, muy por encima de las concentraciones empleadas con fines terapéuticos
dos ordenes de magnitud por arriba de las requeridas por el piroxicam para produc -
efectos similares. Esto Ultimo esta en concordancia con el hecho que Ia dipirona
solo no disminuye los niveles de etanol en sangre, sino que inclusive los aument.
(aunque ésto ultimo posiblemente se debe a efectos sobre la velocidad -
absorcién).

Hl. Por ditimo, en lo que se refiere a las conclusiones generales sobre farmacocinética, destaca in
siguiente:
Las curvas de etanol en sangre contra tiempo, se ajustan mejor a un modelo en
cual el metabolismo hepatico corresponde a una cinética de saturacion de
tipo Michaelis-Menten, en lugar de una cinética de primer orden.

La determinacion de la velocidad de oxidacion del etanol in vivo, a partir de |a
simple medicion de la pendiente en la fase de eliminacion (de las curvas de
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farmacocinetica de etanol en sangre), carece de un significado fisiologico
definido. Esto es debido a que el valor de la pendiente no_responde de
manera proporcional a cambios en la velocidad de absorcion y/o oxidacion
por lo que los reportes con este tipo de determinaciones deben ser
considerados con reservas.

Cuando existe metabolismo de primer paso, el area hajo la curva de etanol en

sangre contra tiempo si_depende de la velocidad de absorcion, lo que
implica gue todas aquellas estimaciones del matabolisiic de primer paso
elaboradas a partir de las diferencias en el area bajo la curva cuando ¢!
etanol se administra por via orogastrica e intravenosa estan mal planteadas
y por ende, podrian no ser validas.

A partir de una sola curva de etanol en sangre, no es posible estimar con precision

el metabolismo hepatico y de primer paso en forma simultanea, ya que o
efectuar el ajuste para estimar el valor de los parametros cinéticos, no existe
una solucidn tnica si no toda una familia de posibles soluciones.
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Listado del programa utilizado para resolver el sistema de ecuaciones
correspondiente a la cinética de saturacidn de tipo "*Michaelis-Menten".

El programa esta escrito empleando el lenguaje de programacion proporcionado por el
paquete Mathematica Ver. 2.0 (Wolfrand. 1991; Abell y Braselton, 1992). Las intrucciones def
programa estan encerradas en recuadros, los cuales estan intercalados con textos explicativos

La optimizacion del ajuste se efectud semi-manualmente utilizando el método por pasos
descendente™, en el cual a partir de la asignacion arbitraria de valores iniciales para los parametros
/. v,y v, se procede a imodificar uno de ¢llos hasta obtener un minimo en la suma de residuos
cuadrado, una vez optimizado el primer parametro se procede a optimizar el segundo parametr -
y posteriormente el tercero. El proceso se repite cuantas veces sea necesario hasta obtener una
serie de valores tal que la suma de residuos al cuadraclo corresponda al minimo ahsoluto. Para te-
ner la seguridad de haber identificado el minimo absoluto, se debe partir desde distintos valores
iniciales de los pardmetros, y obtener en todos ellos la misma solucidn dptima (Motulsky y Ransnas
1987).

Listado:

Simulacion Numérica de la Farmacocinética de Etanol en Sangre.

Modelo que considera una cinetica de saturacion de tipo “Michaelis-Menten”.
Datos experimentales de:
Ajuste con multiples parametros de "p", "k" y v

La lista de datos experimentales, junto con el nimero de datos en cada punto es la siguiente
(esta ilustrado un conjunto hipotético de datos; cada conjunto representa muestras a .
determinado tiempo: 2h,4h,6h, . ... , 16 h).

e2={14.3}; n2=Length[e2];
e4={31.7}; nd=Length[e4];
e6={24.5}, n6=Length[e6);
e8={20.0}; n8=Length[e8);
e10={}; n10=Length[e10];
e12=(5.4}; n12=Length[e12];
e16=({}; n16=Length[e16];

" No es el procedimiento més eficiente para obtener el ajuste dptimo, pero es el mas facil de
programar. Actualmente se esta implementando la aplicacion de un método mas eficiente
en base a los algoritmos desarrollados en el método simplex (Caceci y Cacheris et a/
1984).
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La lista de variables empleadas es:

Clear[Xn,Yoval km ho s,
p1.p2,p3,k1k2,k3,v1v2v3,
vp1,vp2,vp3, vkt vk, vk3, w1, w3,
resp1.tpal tpa tpad tpad tpab tpa6 tpa7,
resp2,tp21,tp22,tp23,tp24,tp25.tp26,tp27,
respd,pci,pc2,pc3,ped, pesd peb,pe7,
sumk1 tk1,tk2,tk3,tk4,tk5 tk6 tk7,
sumk3, tk1,5k2,1k3 k4, 1k5, 1k k7,
totv1,tv1,tv2, tv3,tv4 tvh tv6,tv7,
totv3,uv1,uv2,uv3 uvd, uvs,uv uv7,
x1,x2,x3,x4,x5,x6,x7,
y1.y2,y3,y4.y5y6.y7]

Las condiciones iniciales son las siguientes:

Xo0=21.7; Yo=0;

vol=0.140; km=1;

p1=0.120; p2=0.121; p3=0.122;
k1=0.119; k2=0.120; k3=0.121,
v1=6.07; v2=6.08; v3=6.09;

La integracion de las ecuaciones solucion es:

sol1=NDSolve[{x1[t]== -(p1 + k2) (x1{t]),
y1'[t]== (p1/vol) x1{t] - v2 y1[t}/(km + y1{t]),
x1[0]==Xo, y1[0]==Yo0},
{x1{t]y ]}, {t.0,16},
MaxSteps->1000};
vp1=Table[Evaluately1[t] /. soi1]}, {t,0,16}];

sol2=NDSolve[{x2'[t}== -(p2 + k2) (x2[t]),
y2'{t]== (p2/vol) x2[t] - v2 y2[t}/(km + y2[t]),
x2[0]==Xo0, y2{0]==Yo},
{x2[t],y21t}}, {t,0,16},
MaxSteps->1000];
vp2=Table[Evaluate[y2[t] /. sol2], {t,0,16}};
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sol3=NDSolve[{x3't]== -(p3 + k2) (x3(t]),

y3't]== (p3/vol) x3[t] - v2 y3[tl/(km + v3[t]),

x3[0]==Xo, y3[0]==Yo},
{x3[t].y3ti}, {t.0,16},
MaxSteps->1000],
vp3=Table[Evaluate[y3[t] /. sol3], {t,0,16}];

sol4=NDSolve[{x4't]== -(p2 + k1) (x4[t]),

y4t]== (p2/vol) X4{t] - v2 yaltl/(km + y4t)),

x4([0]==Xo, y4[0]==Yo},
{xalt],y4[t]}, {.0.16},
MaxSteps->1000];
vk1=Table[Evaluate{y4[t] /. sol4], {t,0,16}];

sol5=NDSolve[{x5't]== -(p2 + k3) (x5[t]),

y5'[t]== (p2/vol) x5[t] - v2 y5[t][/(km + y5[t]),

x5[0]==Xo, y5[0]==Yo},
{x5[t].ys[t]}, {t.0,18},
MaxSteps->1000];
vk3=Table[Evaluate[y5[t] /. sol5], {t.0,16});

sol6=NDSolve[{x6'[t]== -(p2 + k2) (xB[t]),

y6'[t]== (p2/vol) x6[t] - v1 yB[t)/(km + yB[t]),

x6[0]==Xo, y6[0]==Yo},
{x6[t].y6It]}, {t,0,16},
MaxSteps->1000];
vvi=Table[Evaluate[y6[t] /. sol6], {t,0,16}]
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sol7=NDSolve[{x7'[t]== -(p2 + k2) (x7[t]),
y7'[t]== (p2ival) x7{t] - v3 y7[tl(km + y7[t]),
x7[0]==Xo, y7[0]==Yo},
(x7[tly7[t]), {£,0.16),
MaxSteps->1000];
vv3=Table[Evaluate[y7[t] /. sol7], {t.0,16}];

La estimacion de los residuos es:

tpa1=Table[vp1[[3]] ifi, {i,1,n2}};

tpa2=Table[vp1[[5]] ifi, {i,1.n4}];

tpa3=Table[vp1[[7]] ifi, {i,1,n6}];

tpad=Table[vp1[(9]} ifi, {i,1,n8}];

tpab=Tablefvp1[[11]]i/i, {i,1.n10}];

tpa6=Table[vp1[[13]] i/i, {i,1.n12}];

tpa7=Table[vp1[[17]] i/i, {i,1.n16}];

resp1= Apply[Plus,(e2-tpa1)*2] + Apply[Plus,(e4-tpa2)*2] +
Apply[Plus,(e6-tpa3)*2] + Apply[Plus,(e8-tpad)*2] +
Apply[Plus,(e10-tpa5)*2] + Apply[Plus,(e12-tpaB)*2] +
Apply[Plus,(e16-tpa7)*2];

tp21=Table[vp2([3]] iA, {i,1,n2}};

tp22=Table[vp2[[5]] i/i, {i,1.n4}];

tp23=Table[vp2[[7]] I/i, {i,1.n6}];

tp24=Table[vp2[[9]] i/i, {i,1.n8}];

tp25=Table[vp2[[11]] i/i, {i,1,n10}};

tp26=Table[vp2[[13]] i/, {i.1,n12}];

tp27=Table[vp2[[17]] i/, {i,1,n16}];

resp2= Apply[Plus,(e2-tp21)"2] + Apply[Plus,(e4-tp22)"2] +
Apply[Plus,(e6-tp23)"2] + Apply[Plus,(e8-tp24)2] +
Apply[Plus,(e10-tp25)*2] + Apply[Plus,(e12-tp26)"2] +
Apply[Plus,(e16-tp27)72};
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pci=Tablefvp3[[3]] ifi, {i.1.n2}};

pe2=Tahle[vp3[[5]] ifi, {i,1.n4}}:

pc3=Table[vp3[[7]] i/i, {i,1.n6}];

pcd=Table[vp3[[9]] i/i, {i,1.n8}};

pcS=Table[vp3[[11]}ifi, {i,1,n10}];

pcB=Table[vp3[[13]] i/i, {i, 1.n12}];

pc7=Table[vp3[[17]] i/i. {i,1.n16}];

resp3= Apply[Plus,(e2-pc1)*2] + Apply[Plus,(e4-pc2)"2] +
Apply[Plus,(e6-pc3)*2] + Apply[Plus,(e8-pcd)r2] +
Apply[Plus,(e10-pc5)"2] + Apply[Plus, (e 12-pcB)*2] +
Apply[Plus,(€16-pc7)*2];

tk1=Table[vk1[[3]] ifi, {i,1.n2}];

tk2=Table[vk1[[5]] i/i, {i,1.n4}];

tk3=Table[vk1[[7]] ifi, {i.1.n6});

tka=Table[vk1[[9]] i, {i.1.n8}];

tkS=Table[vk1[[11]]) ifi, {i,1.n10});

tk6=Table{vk1[[13]] i, {i,1.n12}];

tk7=Table[vk1[[17]] ifi, {i,1,n16}];

sumk1= Apply[Plus,(e2-tk1)*2] + Apply[Plus,(e4-tk2)"2] +
Apply[Plus, (e6-tk3)*2] + Apply[Plus,(e8-tk4)*2] +
Apply[Plus,(e10-tk5)*2] + Apply[Plus,(e12-tkG)*2] +
Apply[Plus,(e16-tk7)"2);

lk1=Table[vk3[[3]} i/i, {i.1.n2}};

Ik2=Table[vk3[[5]] ifi, {i,1.n4}];

lk3=Table[vk3[[7]} ifi, {i,1,n6}];

li.4=Table[vk3[[9]] ifi, {i,1,n8}];

Ik5=Table[vk3[[11]] ifi, {i,1,n10}];

\k6=Table[vk3[[13]] /i, {i,1,n12}];

Ik7=Table[vk3[[17]] ifi, {i,1,n16}];

sumk3= Apply[Plus,(e2-1k1)*2] + Apply[Plus,(e4-k2)*2] +
Apply[Plus,(e6-k3)*2] + Apply[Plus,(e8-1k4)*2] +
Apply[Plus,(e10-k5)*2] + Apply[Plus,(e12-1k6)2] +
Apply[Plus,(e16-k7)*2];
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tv1=Table[vw1{{3]] i/, {i,1.n2}];

tv2=Tablelvw1[[5]] ifi, {i,1,n4});

tv3=Table[vv1{[7]]) i/i, {i,1,n6}];

tvd=Table[vv1[[9]] i/i, {i,1,n8}];

tv6=Table[vv1{[11]] Vi, {i,1.n10}];

tv6=Table[vv1{[13]} i/i, {i,1,n12}];

tv7=Table{vv1{[17]] ifi, {i,1.n1G}];

totv1=Apply[Plus,(e2-tv1)"2] + Apply[Plus (e4-tv2)*2] +
Apply[Plus,(e6-tv3)"2] + Apply[Plus,(e8-tv4)A2] +
Apply[Plus (e10-tv5)A2] + Apply[Plus (e12-tv6)"2] +
Apply[Plus,(e16-tv7)*2];

uv1=Table{vv3{{3]] i, {i,1.n2}];

uv2=Table[vv3{[5]] ifi, {i,1.n4}];

uv3=Table[vv3([7]] ifi, {i,1,n6}};

uv4=Table{vv3[[9]] ii, {i,1,n8}];

uvb=Table{vv3[[11]] i, {i,1,n10}];

uv6=Table[vv3[{13]] ifi, {i,1.n12}];

uv7=Table[vv3[[17]] i/i, {i,1,n16});

totv3= Apply[Plus,(e2-uv1)"2] + Apply[Plus,(ed4-uv2)*2] +
Apply(Plus,(e6-uv3)"2] + Apply[Plus,(e8-uv4)"2] +

(
Apply[Plus (e 10-uv5)*2] + Apply[Plus,(e12-uv6)*2] +
(

Apply[Plus,(e16-uv7)"2];

Los resuitados finales de la suma de los residuos al cuadrado es

Print ["p \tit k \t\t v \t\t suma de residuos")
Print [p1, "\t(\t", k2, "Wt", v2, "\tt", resp1]
Print {[p2, "\t\t", k2, "\t\t", v2, "W\t", resp2]
Print [p3, "t\t", k2, "\t\t", v2, "\t\t", resp3]
Print [p2, "W\t", k1, "\tW", v2, "Wt", sumk1]
Print [p2, "\t\t", k3, "tt", v2, "W\t", sumk3]
Print (p2, "\t\t", k2, "\W\t", v1, "\t\t", totv1]
Print {p2, "W\t", k2, "\t\t", v3, "\t\t", totv3]
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(Ejemplo de una tabla de resultadas calculada por el programa:)

p K v suma de residuos
0.12 0.12 6.08 {59.8884)}
0.121 0.12 608 {59.2044)
0.122 0.12 6.08 {59.3867}
0.121 0.119 6.08 {59.2184)}
0.121 0.121 6.08 {59.3941)}
0.121 0.12 6.07 {69.2056;
0.121 0.12 6.09 {59.2402}

Las Tablas finales de resultados son:

ho=88; s=9:

sol=NDSolve[ {h'{t]== {- p2 h{t]) + s,
X [t]== -(p2 + k2) (x[t]),
y'[tl== (p2/vol) x[t] - v2 y[t}/(km -+ y[t]),
h[0]==ho, x[0]==Xo, y[0]==Y0},
{h[t].x[t].yIt]}, {t,0,16}, MaxSteps->1000];

vy=Table[Evaluate[y(t] /. sol], {t,0,16}];
vx=Table[Evaluate[x[t] /. sol], {t.0,16}];
vh=Table[Evaluate[h[t] /. sol], {t,0,16}];
Print["Concentraciones de etanol en sangre;"]

Print[vy]

Print["Cantidad de etanol en el compartimento gastrico"]
Print[vx]

Print{"Cantidad de agua en el primer compartimento"]
Print[vh]
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(Ejemplo de las tahlas de datos obtenidas al final del ajuste:)

Concentraciones de etanol en sangre:
{{0.}, {11.752), {19.1387}, {23.6209}, {25.8637}, {26.3628},

{25.5024), {23.5849), {20.8509}, {17.4962}, {13.6884),
{9.58999), {5.41686}, {1.70599}, {0.179193}, {0.0959642),
{0.0734204})

Cantidad de etanol en el compartimento gastrico
{{21.7}, {17.0528}, {13.4008}, {10.5309}, {8.2756},

{6.50331), {5.11058}, {4.0161), {3.15602), {2.48013),
{1.94899}, {1.5316}, {1.20359}, {0.945834}, {0.743276),
{0.584097}, {0.459008})

Cantidad de agua en el primer compartimento
{{88.}, (86.4478}, {85.0725}, {83.8539}, {82.7742},

{81.8176}, {80.97}, {80.219), {79.5536}, {78.964),
{78.4416), {77.9787}, {77.5686}, {77.2052}, {76.8833},

(76.598), (76.3452))
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