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RESUMEN

Introduccion: El estrés oxidativo es una entidad con marcada participacion en el
desarrollo de dano neuronal en el caso de las adicciones, fundamentalmente en el
alcoholismo. Sin embargo, la mayoria de los estudios clinicos y no clinicos que se
reportan exploran las etapas de alcoholismo y abstinencia, por lo cual, los estudios
de las etapas iniciales son insuficientes.
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Objetivo: Evaluar el estado redox cerebral de ratas Wistar en un modelo de
bebedor social.

Métodos: Se determinaron marcadores redox de proteccion (superdxido
dismutasa, catalasa, glutation reducido) y dano (malonildialdehido) en un modelo
de bebedor social en ratas Wistar.

Resultados: Se observo un desequilibrio redox a nivel cerebral, evidenciado por la
variacion de las enzimas antioxidantes y los niveles de concentracion de
malonildialdehido en el grupo consumidor de etanol.

Conclusiones: El desequilibrio redox cerebral observado en ratas Wistar, en un
modelo de bebedor social, es representativo de una incipiente peroxidacion
lipidica que evidencia que en el modelo no clinico de bebedor social existe dano
neuronal.

Palabras clave: alcohol; especies reactivas de oxigeno; estrés oxidativo;
malonildialdehido.

ABSTRACT

Introduction: Oxidative stress is an entity with marked participation in the
development of neuronal damage in the case of addictions, mainly in alcoholism.
However, most reported clinical and non-clinical studies explore the stages of
alcoholism and abstinence, so early-stage studies are insufficient.

Objective: Evaluate the brain redox status of Wistar rats in a social drinker model.
Methods: Redox markers of protection (superoxide dismutase, catalase, reduced
glutathione) and damage (malondialdehyde) were determined in a social drinker
model in Wistar rats.

Results: A redox imbalance was observed at the brain level, evidenced by the
variation of antioxidant enzymes and malondialdehyde's concentration levels in
the ethanol consuming group.

Conclusions: The cerebral redox imbalance observed in Wistar rats, in a social
drinker model, is representative of an incipient lipid peroxidation that shows that
in the non-clinical model of social drinker there is neuronal damage.

Keywords: alcohol; reactive oxygen species; oxidative stress; malondialdehyde.
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Introduccion

El alcohol es la droga de abuso mas extendida en el mundo y la de mayor impacto
social dentro de las de consumo legal, por las alteraciones que reporta en la
conciencia y en el comportamiento. Existen diversas clasificaciones sobre las
formas de consumir bebidas con contenido alcohédlico que van desde abstemio
hasta alcohdlico, aumentando con cada clasificacion la frecuencia, cantidad y
dependencia fisica a la sustancia. (-2

Los efectos directos del etanol sobre diferentes sistemas de neurotransmision a
nivel del sistema nervioso central (SNC) provocan alteraciones conductuales que
se prolongan considerablemente si se llega al sindrome de abstinencia alcohodlica
(SAA). Diversos autores han demostrado el desequilibrio neuronal en los que estan
presentes estos neurotransmisores, el cual, previo a la adiccion, pudiera estar
asociado a afectaciones del estado redox a nivel cerebral.@34 De ser asi, su
conocimiento permitiria esclarecer las causas del comportamiento previo a la
conducta adictiva.

En todo proceso de adiccion las etapas iniciales tienen un caracter decisivo. La
comunidad cientifica y los centros de salud estan altamente involucrados en los
trabajos de prevencion a las adicciones, son muchos los estudios clinicos y no
clinicos que han estudiado las etapas de alcoholismo y de abstinencia alcohélica,
no obstante, los estudios realizados sobre las etapas iniciales son insuficientes. (!4

Sobre la base de estos antecedentes el presente trabajo tuvo como objetivo
evaluar el estado redox cerebral de ratas Wistar en un modelo de bebedor social.

Métodos

Modelo de bebedor social: el desarrollo del modelo de bebedor social se realizé
siguiendo la metodologia publicada por Duquesne-Chdvez y Diaz-Soto.!") Se
utilizaron ratas macho de la linea Wistar, provenientes del Centro Nacional para
la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB, La Habana, Cuba). Los
animales se mantuvieron en una habitacion climatizada (20 °C + 2 °C), expuestos
a un ciclo de luz/oscuridad de 12 h y recibieron agua (grupo control) o solucién
hidroalcohdlica (grupo etanol) y pienso, ambos de forma controlada en las
siguientes cantidades, 60 mL y 45 g, respectivamente:

— Grupo control, n = 5 solo consumio agua.

— Grupo etanol, n =5 fue tratado con soluciones hidroalcohdlicas.
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Al grupo etanol se le suministré soluciones hidroalcohdlicas, en las cuales se les
proporciond el equivalente a 2 tragos por semana en humanos de bebidas a
diferentes concentraciones (comportamiento de bebedor social) de la siguiente
manera:

— Etanol al 5 %: dos veces a la semana durante 2 semanas
— Etanol al 10 %: dos veces a la semana durante una semana
— Etanol al 15 %: dos veces a la semana durante una semana

— Etanol al 20 %: dos veces a la semana durante 3 semanas

Los animales fueron ubicados en “cajas hogar” (uno por caja) donde se les ofrecid
la posibilidad de consumir alcohol libremente durante 24 h. Como medida se tomd
el volumen consumido de cada botella y la preferencia por el alcohol y se transfirio
por la proporcién de alcohol consumida en relacion con el volumen total de liquido
consumido.

Teniendo en cuenta que las afectaciones conductuales que provoca el etanol estan
asociadas a desequilibrios del estado redox se evaluaron parametros de dafio (MDA)
y proteccion [superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation reducido
(GSH)] lo que permite analizar el estado redox y sus consecuencias en la etapa
inicial del consumo de etanol.

Estudio del estado redox celular en el modelo de bebedor social: en una etapa
posterior se realizaron determinaciones bioquimicas en el cerebro de los animales
objeto de estudio.

Toma y procesamiento de muestras para determinaciones bioquimicas: los
animales fueron sacrificados por dislocacion cervical. Fueron extraidos los
cerebros de los animales y estos fueron almacenados a -20 °C para posteriores
estudios.

Preparacion de homogenado de cerebro: los homogenados se obtuvieron
empleando el homogenizador de cuchillas (Edmund Buhler HO4, Alemania), para
lo cual se utilizé 1g de tejido en 10 mL de buffer sacarosa-Tris-HCl pH=7,4 0,2 M,
segln se describe en el PNO/TEC/0303. Posteriormente, se centrifugd 10 min, 3000
rpm a 4 °C (Sigma Centrifuge 2K15, Reino Unido). El sobrenadante se guardo para
la determinacion de los marcadores de estrés oxidativo.

Evaluacion de marcadores de estrés oxidativo: fueron determinados marcadores
de lesion malonildialdehido (MDA) y proteccion (CAT), SOD, (GSH) en los grupos
experimentales.
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Determinaciéon de la actividad de catalasa (CAT): la técnica utilizada fue la
referida segin Boehringer-Mannheim,® y su fundamento consiste en la variacion
de la densidad optica (D. O.) (A=240 nm) que tiene lugar durante la descomposicion
del H20; por la CAT. La actividad enzimatica se siguid a 25 “Cy pH = 7,0; se reportd
en U.L"-1.min-".

Determinacién de la actividad de superdxido dismutasa (SOD): la determinacion
de la actividad de la SOD se realizo por el método descrito por Yi Suny otros,©®
que emplea pirogalol, el cual, en medio basico, se autooxida generando en el
medio de reaccion el radical Oz. De esta forma, la reaccion radicalaria se propaga,
acelerando la autooxidacion del pirogalol, cuya forma oxidada absorbe la luz a 420
nm. La presencia de un secuestrador de radicales O;" en el medio, como la SOD,
inhibe la autooxidacion al evitar las reacciones de propagacion. Por convenio, se
toma 1 U de SOD como la cantidad de enzima que inhibe en un 50 % la reaccion de
autooxidacion del Pirogallol a 25 “C y pH 8,2. Los resultados se expresaron como
U.L".min-".

Determinaciéon de glutation reducido (GSH): la concentracion de glutation
reducido (GSH) fue determinada segun se describe mediante la utilizacion del
reactivo de Ellman (5,5’-ditiobis-2-acido nitrobenzoico) (Sigma) a una
concentracion de 10 mM. )

Determinacion de malonildialdehido (MDA): el MDA se midié como indicador de la
peroxidacion lipidica (POL), utilizando el método colorimétrico que emplea el 1-
metil-2-fenilindol, cromdgeno reportado por Esterbauer en 1990.®

Determinacion de proteinas totales: la concentracion de proteinas totales en el
homogenado de cerebro fue determinada por el método descrito por Bradford
(1976).© Este método se basa en la coloracion de las proteinas presentes en el
medio con el reactivo azul de Coomassie (Sigma), detectable a 595 nm.

Consideraciones éticas

Todos los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con lo establecido
en los procedimientos normalizados de operacion (PNO) vigentes en el Centro de
Estudios para las Investigaciones y Evaluaciones Bioldgicas del Instituto de
Farmacia y Alimentos de la Universidad de La Habana. La presente investigacion
fue aprobada por el comité de ética de dicha institucion. Los investigadores
involucrados en el estudio respetaron los principios éticos que rigen los
experimentos con animales, garantizando su bienestar y proteccion. Se cumplieron
las Normas de Bioética y Bioseguridad establecidas. ("9
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Procesamiento estadistico

Los datos experimentales obtenidos fueron sometidos a un analisis exploratorio
donde se detectaron puntos aberrantes (outliers). Ademas, se estimaron
parametros descriptivos como media y desviacion estandar. Para determinar
diferencias entre los dos grupos en una variable en cuestion se utilizo la prueba t
de Student. El nivel de significacion estadistico empleado fue como minimo de p <
0,05. Los datos fueron procesados utilizando en paquete estadistico: STATISTICA
version 6.0 para WINDOWS.

Resultados

La figura 1 muestra el comportamiento de los marcadores de proteccion para los
dos grupos experimentales. La actividad de la SOD increment6 significativamente
para el grupo etanol (35,625 U/mg proteina) en comparacion con el grupo control
(27,187 U/mg proteina) (Fig. 1A). De igual forma, se observaron diferencias
significativas en la concentracion de GSH entre ambos grupos, lo que evidencio un
aumento en el grupo etanol (17,142 mg/mg proteina) (Fig. 1B). Por otra parte,
hubo una disminucion significativa de la actividad de la CAT del grupo etanol con
respecto al grupo control (1,02 vs. 1,262 U/mg proteina respectivamente) (Fig.

10).
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A) actividad de las enzimas SOD; B) las concentraciones de GSH (indicadores de proteccion); C) actividad de las enzimas
CAT. Se representa la media + error estandar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05)
entre los grupos.

Fig. 1- Evaluacion del estado redox cerebral de ratas en modelo de bebedor social.
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Como resultado del metabolismo del etanol se pueden formar aldehidos asociados
al dano tisular, por lo que se pudo determinar la concentracion de MDA,
detectandose un aumento significativo de este metabolito en el grupo que
consumio etanol (1,021 M/mg proteina) con respecto al grupo control (0,7018
M/mg proteina) (Fig. 2).
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Se representa la concentracion de MDA en el homogenado de cerebro de los grupos experimentales: grupo control (agua) y
grupo etanol (solucion hidroalcohdlica). Se representa la media + error estandar de la media. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p < 0,05) entre los grupos.

Fig. 2 - Evaluacion de un marcador de dafio neuronal en modelo de bebedor social.

Discusion

Los sistemas antioxidantes en el SNC son de baja potencia en comparacion con
otros tejidos, lo que hace al cerebro, de manera general, y principalmente a zonas
como la corteza, el cerebelo, el hipotalamo, el striatum y la médula espinal,
particularmente sensibles al dafo por especies reactivas de oxigeno (ERO). Cabe
destacar que estas regiones rigen las funciones basicas del cerebro, tanto fisicas
como cognoscitivas, por lo cual, la produccion de ERO se ha demostrado estar muy
implicada en numerosas alteraciones del SNC, en las que se incluyen las
enfermedades degenerativas. (2

Los resultados obtenidos sobre la actividad de la SOD indicaron un incremento en
el grupo consumidor de etanol, lo cual puede estar asociado a un aumento de la
concentracion del anion superdxido sustrato de la enzima que a su vez puede ser
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consecuencia del consumo inestable de etanol. Esta suposicion se corresponde con
varios estudios clinicos y no clinicos que han demostrado la participacion
importante del anion superdxido en los procesos adictivos. G4

El GSH antioxidante de bajo peso molecular juega un papel importante como
cofactor de enzimas que inactivan compuestos toxicos generados durante el
metabolismo del etanol, contribuyendo de esta forma al mantenimiento del
equilibrio redox.“' En el presente estudio se observa un aumento de la
concentracion de este cofactor en el grupo etanol, lo cual puede estar asociado,
fundamentalmente, a dos eventos. Primero, al incremento de la actividad de la
SOD, lo cual provoca una mayor concentracion de H;02, molécula que funciona
como sustrato de la glutation peroxidasa (GPx), por tanto la actividad de esta
enzima resultara estimulada. Segundo, a la actividad disminuida de la CAT en el
grupo etanol con respecto al grupo control lo cual provoca una acumulacion de
esta ERO, generandose el mismo efecto. Estos dos eventos apuntan a que la GPx
tiene un papel importante en el metabolismo del H20;.

Si se tiene en cuenta que la CAT constituye un importante marcador antioxidante
que participa en el metabolismo del etanol, pudiera decirse que la disminucién de
esta enzima puede ser un indicador de su acumulacion a nivel cerebral. Lo que
pudiera conllevar a la activacion de otros sistemas metabolizadores como el
alcohol deshidrogenasa y la citocromo P450,3:'") de ahi que este resultado pueda
estar relacionado con lo observado para el MDA en el presente estudio.

El incremento observado en las concentraciones de MDA para el grupo etanol es
representativo del dano cerebral por POL. Este aldehido tiene una especial
importancia durante el consumo de etanol ya que es un sustrato de aldehido
deshidrogenasa 2 (ALDH2). Esta enzima es responsable del metabolismo del
acetaldehido (inductor del dafo cerebral por consumo de etanol) y otros aldehidos
lipidicos producidos por el metabolismo del etanol.® Por lo tanto, el incremento
del MDA sugiere la inhibicion de ALDH2 lo que coincide con lo reportado en un
estudio previo que refiere la correlacion entre las concentraciones de MDA
cerebral y la inhibicion del ALDH2 cerebral asociado al consumo de etanol.®

La etapa inicial del proceso de adiccion se caracteriza por un aumento de la
liberacion de dopamina cuyo metabolismo también esta asociado al aumento de
MDA, ya que el metabolismo de este neurotransmisor provoca la formacion del 3,4
dihidroxifenilacetaldehido (DOPAC) que inhibe la ALDH2 mediante la formacion de
enlaces covalentes. Lo anterior trae implicito una disminuciéon el metabolismo de
aldehidos toxicos como el acetaldehido y el MDA. Ademas, el DOPAC en presencia
de H;0; facilita la formacion de OH’, un radical libre que refuerza
considerablemente el desequilibrio redox. @31
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Estos hallazgos se corresponden con o obtenido en este estudio,
fundamentalmente con la actividad disminuida de la CAT en el grupo etanol. Esta
disminucion puede ser consecuencia de la presencia del metabolito de la dopamina
que es capaz de unirse al H,0,, disminuyendo la disponibilidad de sustrato para la
enzima. Esto, anadido a la observado respecto a la actividad aumentada de la GPx,
demostrada por la alta concentracion de GSH que se discutioé anteriormente, puede
estar implicado en el aumento de MDA observado en el grupo etanol.

El desequilibrio redox a nivel cerebral que se evidencioé con la variaciéon de las
enzimas antioxidantes y los niveles de concentracion de MDA en el grupo etanol,
representativos de una incipiente POL, demuestran que en el modelo no clinico de
bebedor social existe dano neuronal.

Se concluye que el desequilibrio redox cerebral observado en ratas Wistar, en un
modelo de bebedor social, es representativo de una incipiente peroxidacion
lipidica que evidencia que en el modelo no clinico de bebedor social existe dano
neuronal.
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