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RESUMEN

Se conoce como Binge Drinking (BD) al consumo episodico excesivo de alcohol en forma de
atracén, y actualmente, se trata de un patrén de consumo mas prevalente en adolescentes que en
adultos, considerandose un problema de salud publica, ya que la adolescencia constituye una etapa
especialmente vulnerable a los efectos neurotoxicos del alcohol, convirtiéndose el BD, en un

factor de riesgo para multiples patologias a corto y largo plazo.

El metabolismo del alcohol, en especial cuando se consume a altas dosis, favorece la aparicion de
estrés oxidativo en los tejidos donde se metaboliza, por ejemplo, los rifiones. Cuando los

componentes de las células de la nefrona se oxidan, se altera su funcionalidad.

El &cido fdlico (AF) es una vitamina con caracter antioxidante disminuida en pacientes
alcohdlicos. Por consiguiente, el objetivo del presente estudio es analizar si la suplementacion
con AF en ratas adolescentes expuestas a BD, mejora el balance oxidativo renal, midiendo la
actividad de las enzimas antioxidantes; y su funcionalidad respecto al balance hidrico-salino,

evaluando los niveles de sodio y aldosterona en suero, y el aclaramiento de creatinina.

Los resultados obtenidos muestran que el consumo agudo de alcohol en forma de BD provoca un
desbalance oxidativo en los rifiones, siendo la glutation peroxidasa (GPx) la enzima mas afectada,
disminuyendo drasticamente su actividad. Ademas, el BD compromete la funcion renal,
disminuyendo la Tasa de Filtracion Glomerular y produciendo hipernatremina, debido al aumento

de los niveles de aldosterona en suero.

La suplementacion con AF ha resultado ser eficaz, pues restablece el equilibrio oxidativo evitando

la oxidacién lipidica, y regula los niveles de aldosterona, mejorando el balance hidrico-salino.

En conclusion, la suplementacidn con AF podria ser una terapia beneficiosa en adolescentes que
consumen alcohol en forma de BD, ya que contrarresta los dafios que provoca esta droga en los

rifiones.

PALABRAS CLAVE: “Binge Drinking”, ratas adolescentes, estrés oxidativo, alteraciones

renales, acido félico.
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1 INTRODUCCION
1.1 Binge Drinking

1.1.1 Generalidades

El alcohol es una sustancia psicoactiva, depresora del Sistema Nervioso Central, que inhibe
progresivamente las funciones cerebrales. Afecta a la capacidad de autocontrol, produciendo
inicialmente euforia y desinhibicién, por lo que puede confundirse con un estimulante. Se le
atribuyen propiedades causantes de dependencia, y es una droga que se ha utilizado ampliamente

en muchas culturas durante siglos.

El consumo nocivo de alcohol conlleva una pesada carga social y econdmica para las sociedades.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2018), cada afio se producen 3 millones de
muertes en el mundo debido al consumo nocivo de alcohol, lo que representa un 5,3% de todas

las defunciones.

Hoy en dia, el consumo episddico excesivo de alcohol en forma de atracon (Binge Drinking en

anglosajon), es uno de los patrones de consumo de alcohol mas prevalentes (Vargas et al., 2018).

El Instituto Nacional sobre el Abuso del Alcohol y el Alcoholismo (NIAAA) define Binge
Drinking o botellén (BD) como una forma de consumo que provoca gue la concentracion de
alcohol en sangre alcance el 0.8%, lo que es considerado como una dosis claramente aguda. Este
nivel normalmente se adquiere después de que una mujer consuma cuatro o mas bebidas
alcoholicas o un hombre consuma cinco 0 mas, en un tiempo aproximado de 2 horas (White et al.,
2018).

El BD se trata de una actividad mas comin en adolescentes que en adultos. La adolescencia es
una etapa en la que las personas son especialmente vulnerables a la influencia de su grupo de
iguales, lo que podria conducir al desarrollo de comportamientos problematicos, como beber
alcohol, debido a la presion percibida. De hecho, el alcohol es la sustancia psicoactiva mas
utilizada por los estudiantes de secundaria. Su uso es especialmente peligroso porque en la
adolescencia el cerebro es particularmente sensible a los efectos neurotdxicos del alcohol (Pérez
et al., 2020).

Estudios realizados en adolescentes sugieren que el BD se asocia a deficiencias en el
funcionamiento cognitivo relacionadas con el aprendizaje, memoria, velocidad psicomotora,
atencién, etc. Por otro lado, estudios realizados en roedores y primates no humanos, apuntan a
gue estas consecuencias cognitivas debidas al consumo de alcohol en la adolescencia, pueden
persistir hasta la edad adulta (Lees et al., 2020). Recientemente se ha demostrado que el BD puede
dafar otros érganos ademds del cerebro, incluidos el tracto intestinal, el higado y el corazén
(White et al., 2018).
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La dltima encuesta realizada sobre el uso de drogas en ensefianzas secundarias en Espafia
(ESTUDES), refleja la prevalencia del BD en nuestro pais. En 2018, el 32,3% de los alumnos de
14 a 18 afios reconocio6 haber realizado este tipo de consumo en los ultimos 30 dias, lo que supone
una similitud de la prevalencia con respecto a los datos registrados en 2014 y en 2016. Por otro
lado, mas de la mitad de los estudiantes que bebieron alcohol en el tltimo mes realizaron BD en
el mismo periodo (55,5%), dato superior al registrado en 2014 y en 2016, siendo muy similar al
registrado en 2012 (56,8%).

El consumo de alcohol en los adolescentes es por tanto, una realidad ampliamente extendida, que

es perjudicial para su salud y desarrollo psicosocial a corto y largo plazo.

1.1.2 Metabolismo del alcohol
Es interesante conocer el metabolismo del alcohol para entender las consecuencias toxicas de su

consumo.

El pequefio tamafio y la solubilidad acuosa de la molécula de etanol (C.HsOH) hace que, una vez
que se ingiere, se absorba principal y rapidamente por difusion pasiva en la mucosa digestiva del
estdbmago, intestino delgado y colon, y posteriormente, se distribuya libremente en el agua

corporal y los diversos tejidos del organismo (Paquot, 2019).

La biotransformacién fundamental del etanol se produce mediante un metabolismo enzimatico
oxidativo (Aragdn et al., 2002). En condiciones normales, en el higado se metaboliza el 80-90%
del etanol, mientras que s6lo una minima parte se oxida en otros érganos, como el tubo

gastrointestinal, los pulmones, el rifion y el cerebro (Hernandez et al., 2014).

El etanol es oxidado por el hepatocito en dos pasos consecutivos: la conversion de etanol a
acetaldehido y de este Gltimo a acetato (Figura 1). En el hepatocito existen tres vias metabdlicas

que oxidan al etanol a acetaldehido (Hernandez et al., 2014):

e Laenzima alcohol deshidrogenasa (ADH), situada en el citosol.
e EI sistema microsomal oxidativo del etanol (SMOE), localizado en el reticulo
endoplasmatico.

e Laenzima catalasa (CAT), en los peroxisomas.

De estos tres sistemas enzimaticos, la via predominante es la controlada por la ADH, porque se
activa para concentraciones muy bajas de alcohol (1 mmol/l, que corresponde a la Km de la
enzima) (Paquot, 2019). Se trata de una enzima dependiente de NAD". Durante la reaccion, se
transfiere el hidrégeno del sustrato (el etanol), al cofactor NAD*, transformandolo en NADH y
produciendo acetaldehido. EIl hecho de que aumente el cociente NADH:NAD™ tiene repercusiones

en el estado redox del hepatocito, porque crece el flujo de electrones a través de la cadena
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respiratoria mitocondrial, lo que se considera un factor determinante del dafio hepatico generado
por este toxico (Hernandez et al., 2014).

La ADH al ser una enzima de baja Km, se satura facilmente. Por ello, en situaciones de consumo
agudo y elevado de alcohol, como el BD, los otros dos sistemas enzimaticos deben ser activados
para que tenga lugar la eliminacién hepética del etanol (Aragon et al., 2002).

El SMOE es un sistema complejo que comprende a una isoforma del citocromo P450 inducible
por el etanol. Esta isoforma es el citocromo P450-2E1 (CYP4502E1), que utiliza NADPH y
oxigeno molecular para oxidar el etanol en acetaldehido con produccién de NADP*; por lo que,
al igual que la ADH, contribuye a alterar el equilibrio redox en la célula. Su hiperestimulacion
produce directamente un exceso de radicales libres y el consiguiente estrés oxidativo (Carreras y
Castellano, 2012).

En tercer lugar, la CAT, enzima dependiente de hierro, puede oxidar el etanol utilizando una
molécula de perdxido de hidrégeno (H20,). En condiciones fisioldgicas la oxidacion del etanol
por la catalasa no tiene un papel relevante en su eliminacién; sin embargo, en el alcoholismo
cronico parece tener un papel mas destacado, principalmente en 6rganos extrahepaticos, como el

sistema nervioso (Hernandez et al., 2014).

El acetaldehido producido por estas tres vias metabolicas es oxidado a acetato por la enzima
aldehido deshidrogenasa (ALDH), que necesita NAD" como cofactor. En el higado existen dos
isoenzimas, la ALDH-1 citosolica, y la ALDH-2 mitocondrial. El acetaldehido se metaboliza
fundamentalmente en la mitocondria, pues la Km de la ALDH-2 es menor que la de la ALDH-1,

Yy por tanto, tiene una mayor afinidad por el sustrato (Aragén et al., 2002).

Como resultado de la actividad de la ALDH, los niveles sistémicos de acetaldehido se mantienen
bajos. El acetaldehido es un compuesto quimicamente reactivo con una toxicidad significativa v,
para las personas gue expresan una forma inactiva de la ALDH-2, el consumo de etanol puede

tener efectos secundarios que van desde sensaciones desagradables hasta enfermedades graves.

El acetato, el principal producto de la oxidacién del etanol, tiene funciones tanto en metabolismo

energético, como en la regulacion del metabolismo (Wilson y Matschinsky, 2020).

La alteracién del equilibrio redox en la célula, previamente mencionada, debida al metabolismo
oxidativo del etanol, provoca un aumento del consumo de oxigeno en la cadena respiratoria. Esto,
a su vez, tiene como consecuencia la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROS) o
radicales libres, que afectan de manera importante a las macromoléculas y condicionan la

aparicion de estrés oxidativo (Hernandez et al., 2014).
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Figura 1. Esquema representativo del metabolismo oxidativo del alcohol en el higado (Gallego L 6pez,
2020).

Ademas del metabolismo oxidativo del etanol, que es la via preferente para su eliminacién, se ha
descrito una via no oxidativa, menos importante, en la que el alcohol reacciona con &cidos grasos
formando etil éster de acidos grasos y fosfatidil etanol, que son compuestos sumamente toxicos
para diversos tipos celulares y tejidos (Hernandez et al., 2014). Y aproximadamente el 1% de la
eliminacion del etanol esté ligada a factores no metabdlicos, mediante su incorporacién a la orina,

las heces, el sudor y el aire exhalado (Aragon et al., 2002).

En cuanto al metabolismo del alcohol en los rifiones, se encuentra favorecido en el consumo de
grandes cantidades de alcohol, cuando las enzimas hepaticas se han colapsado. Es llevado a cabo
por las mismas enzimas que intervienen en el metabolismo oxidativo hepatico; siendo igualmente
la via principal la ADH. En un experimento en el que se alimento a ratas adultas durante 10
semanas con etanol al 20%, se observo un aumento en la actividad de la ADH y la CAT en el
rifidn (Das y Vasudevan, 2008). En relacion al SMOE, el rifién expresa aproximadamente una
décima parte del contenido de CYP2EL del cuerpo, por lo que el rifidbn metaboliza el etanol

circulante con la generacion local de EROS (Goc et al., 2019).

Respecto a las vias no oxidativas, el tratamiento con etanol causd un aumento significativo en los
niveles de ésteres etilicos de acidos grasos, los cuales juegan un papel central en el dafio organico
inducido por el alcohol (Das y Vasudevan, 2008).
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1.1.3 Balance oxidativo y Binge Drinking

Los radicales libres son &tomos, moléculas o compuestos que contienen un electrén desapareado
en su orbital exterior. Ese electron le confiere gran inestabilidad y un alto poder oxidante o
reductor, lo que los hace reaccionar de inmediato con otras moléculas o sustancias que estén
cercanas para aparearse con ellas y lograr estabilidad (Hernandez et al., 2014). Cabe destacar un
tipo de radicales libres que son las especies reactivas de oxigeno (EROS). Las EROS son
moléculas pequefias, altamente reactivas, que contienen oxigeno, y se generan naturalmente en
pequefias cantidades durante las reacciones metabdlicas del cuerpo (Wu y Cederbaum, 2003).
Dentro de las principales EROS se incluyen: el anidn superdxido (O2"), el peréxido de hidrégeno
(H20>), el i6n hipoclorito (OCI") y el radical hidroxilo ("OH). Para alcanzar un estado quimico
mas estable, las EROS pueden robar un atomo de hidrégeno, ligarse quimicamente a otra
molécula, o actuar reciprocamente con otros radicales libres; es decir, intentan equilibrarse
reaccionando con otros atomos 0 moléculas cercanas, alterando asi las biomoléculas (proteinas,
lipidos, carbohidratos, acidos nucleicos, etc.) y provocando dafio celular, cuando existe exceso de
EROS.

Debido a que las EROS o en inglés ROS se producen de forma natural durante los procesos
metabdlicos, las células han desarrollado una serie de mecanismos de defensa antioxidante, que
previenen su formacidn, o promueven la destoxicacién. En condiciones normales, existe un
equilibrio entre las EROS vy los sistemas antioxidantes enddgenos, que es lo que se conoce como
balance oxidativo (Figura 2). Si este equilibrio se modifica a favor de las primeras y/o se debilitan
los sistemas antioxidantes, se induce una situacién conocida como estrés oxidativo (EO), que
puede ser de tal magnitud que termine por afectar a las funciones principales de la célula e inducir

Su muerte, ya sea por necrosis o por apoptosis (Hernandez et al., 2014).

Y BALANCE ESTRES Ty
e TIV oxidantes
~ ROS OXIDATIVO Antioxidantes o OXIDATIVO -l

Figura 2. Descripcién de balance oxidativo y estrés oxidativo (Gallego Lopez, 2020).

El organismo cuenta con dos tipos de mecanismos de defensa antioxidante: los mecanismos

enzimaticos y los no enzimaticos.

Los sistemas enzimaticos antioxidantes enddgenos son la principal defensa del organismo frente
al dafio oxidativo (Figura 3). Se incluyen las enzimas superdéxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), glutatién peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR). Actian en sincronizacion, en las

fases iniciales de sintesis de EROS, inactivando sus moléculas precursoras: O,"y H.0,, evitando

5
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asi que interaccionen entre ellas o con otras moléculas, formandose radicales mas reactivos como
el anion peroxinitrito (ONOO") o el radical *OH (Sandoval et al., 2019).

JOSE
| sop
Hzoz GSH NADP*
caT C ) GPx C DGR
Q GSSG NADPH

Figura 3. Esquema general de reduccion del anién superdxido a través de los sistemas enzimaticos
antioxidantes enddgenos (Gallego L6pez, 2020).

La SOD se encarga de la dismutacion de radicales O, a H.O.. En los mamiferos hay varios tipos
de SOD, que difieren con respecto a su ubicacion en las células y los iones metalicos que requieren
para su funcién. Por ejemplo, la Cu/Zn-SOD, localizada en el citosol; y la Mn-SOD que se

encuentra en la mitocondria.

La CAT y el sistema antioxidante GPx/GR llevan a cabo la eliminacion del H.O,, producido en
parte por la accion previa de la SOD. La CAT cataliza la dismutacién y peroxidacion de dos
moléculas de H,O,, produciendo oxigeno y agua. El sistema GPx/GR elimina hidroperdxidos y
peroxidos orgéanicos, dando lugar también como la CAT a oxigeno y agua. Este par antioxidante
utiliza como cofactores glutation (GSH) y NADP™ (Figura 3) (Wu y Cederbaum, 2003).

Los mecanismos antioxidantes no enzimaticos pueden ser enddgenos y exdgenos. Los enddgenos

sintetizados por el propio organismo son: GSH, acido Urico, proteinas plasmaticas, etc. El
tripéptido GSH es probablemente el antioxidante mas importante presente en las células, ya que
ademas de participar en reacciones enzimaticas siendo el cofactor de la GPx; tiene la capacidad
de interactuar directamente con ciertas EROS, como el radical hidroxilo, eliminandolas (Wu y
Cederbaum, 2003).

Los antioxidantes exdgenos no son sintetizados por las células, sino que los adquirimos a través
de la dieta. Encontramos vitaminas, compuestos fendélicos y metales antioxidantes (como selenio,
magnesio o zinc), entre otros. EI mecanismo de accion de algunos, como las vitaminas C, E y los
B-carotenos, consiste en ser “atrapadores” de EROS, es decir, interaccionan con ellas

neutralizandolas o disminuyendo su reactividad (Hernandez et al., 2014).

El consumo agudo de alcohol de tipo BD tiene repercusiones en el balance oxidativo de las

células, ya que como se menciond anteriormente, su metabolismo provoca EO y dafio tisular,
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mediados por radicales libres, causando alteraciones morfoldgicas y funcionales principalmente
en el higado, ya que es donde se desarrolla el 80-90% de su metabolismo. Aun asi, este patrén de
consumo, al alcanzar concentraciones agudas y elevadas de alcohol en sangre, hace que otros
tejidos extrahepaticos que normalmente no metabolizan alcohol, lo hagan. Se ha visto asi que
también tiene como consecuencia alteraciones renales y cardiovasculares, debidas al aumento del
EO (Sandoval et al., 2019).

Mudiltiples factores estan involucrados en ocasionar el EO inducido por el alcohol en el higado,
entre ellos destacan (Wu y Cederbaum, 2003):

» Activacion del SMOE, la xantina oxidasa, la NADPH oxidasa y la cadena mitocondrial
de transporte de electrones, todos ellos generadores de EROS.

» Produccion de acetaldehido durante su metabolismo, que provoca formacion de aductos
en proteinas con consumicion del antioxidante GSH.

» Hipoxia celular, porque las alteraciones en el equilibrio redox afectan al consumo de
oxigeno y la produccion de adenosin trifosfato (ATP) en la mitocondria.

> Activacion de los macroéfagos hepaticos, conocidos como células de Kupffer, que ademas
de producir EROS, también liberan citoquinas como TNF-a, que pueden contribuir al
dafio tisular.

» Efectos sobre los mecanismos antioxidantes. El alcohol altera la actividad de las enzimas

antioxidantes enddgenas.

Como ya se ha mencionado, el BD provoca la llegada masiva de alcohol a sangre y sobreestimula
al SMOE, generando gran cantidad de EROS. Ademas, se ha demostrado en ratas adolescentes
expuestas a BD que los niveles de GSH disminuyen (Ojeda et al., 2016), asi como la actividad de
la enzima antioxidante GPx. Sin embargo, las actividades de CAT y SOD se encuentran
aumentadas aunque existe oxidacién hepatica (Nogales et al., 2014). La disminucién del GSH

mitocondrial hace que este organulo sea mas susceptible al dafio oxidativo (Sandoval et al., 2019).

Las EROS interaccionan con las macromoléculas (lipidos, proteinas y ADN), como ya se ha
recalcado. El proceso que resulta del ataque a los lipidos de membrana se conoce como
peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion, y tiene como producto final al malondialdehido (MDA).
La toxicidad del MDA se debe a su alta reactividad con las proteinas y el ADN, con el que forma
productos modificados de las bases nitrogenadas como la pirimidopurinona, gue es sumamente
mutagénica y carcinogénica (Hernandez etal.,, 2014). En el higado de ratas adolescentes
expuestas a BD, los niveles de MDA se hallan incrementados (Nogales et al., 2014). Ademas, en
ratas adolescentes expuestas a BD, también se ha encontrado oxidacion de lipidos y proteinas en
sangre y del ADN linfocitario (Ojeda et al., 2016).
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1.1.4 Alteraciones renales y Binge Drinking

Los rifiones son 6rganos que desempefian funciones de vital importancia para el organismo:
excrecion de sustancias, filtran la sangre, regulan el pH, la volemia y la osmolaridad. Producen
hormonas que influyen en una serie de procesos fisiolégicos, tales como la regulacion de la
presion arterial, la produccion de gldbulos rojos y el metabolismo del calcio. También responden
a la accion de las hormonas reguladoras producidas por el cerebro, las glandulas paratiroides del

cuello y las glandulas suprarrenales ubicadas sobre los mismos rifiones.

Debido al importante papel de estos 6rganos sobre el cuerpo, el deterioro de su funcion puede dar
lugar a variedad de trastornos, desde modificaciones leves en el equilibrio hidrico-salino, hasta
insuficiencia renal aguda y muerte. El alcohol es uno de los numerosos factores que pueden
comprometer la funcion renal, ya sea de forma directa mediante su consumo agudo o crénico, o
indirectamente, como consecuencia de la enfermedad hepética asociada al alcoholismo (Epstein,
2016).

Nos centraremos en los mecanismos directos provocados por el consumo agudo de alcohol gue

alteran la funcion renal, entre los cuales destacan (Figura 4): EO, deformacion de las
ultraestructuras renales, desequilibrios electroliticos, estimulacion del Sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona (SRAA), y estimulacion del Sistema Nervioso Auténomo (SNA) vy el

Sistema Nervioso Simpatico (SNS).

Consumo agudo de
alcohol
“Binge Drinking”

Deformacion de Desequilibrios
Estrés oxidativo ultraestructuras electroliticos
renales Na*y K*

Activacion del | Estimulaciéon del
SNA y SNS SRAA

Figura 4. Mecanismos directos provocados por el consumo agudo de alcohol que alteran la funcion
renal. (Modificado de Sobrino, 2018).

El EO se ha implicado en la patogénesis de una amplia variedad de enfermedades renales. Como
se explico en el apartado del metabolismo del alcohol, en situaciones de consumo elevado de
alcohol como el BD, aumenta la concentracion de alcohol en sangre, y éste llega a los rifiones,

donde se metaboliza con la generacion local de EROS. Estos Organos son especialmente
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vulnerables al dafio causado por los radicales libres, probablemente debido a la abundancia de
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga que componen los lipidos renales. Las EROS estan
involucradas en el mecanismo patogénico de afecciones como la glomeruloesclerosis y la fibrosis

tubulointersticial (Das y Vasudevan, 2008).

Otra forma en la que el alcohol afecta directamente a los rifiones, es alterando su forma y
estructura, como demuestran estudios realizados en animales. Se observé en animales
alimentados con etanol, una disminucion significativa de la funcién renal, edema intersticial e
hipertrofia renal, caracterizada por una elevacion en los niveles de agua, grasas y proteinas
totales (Epstein, 2016). La administracion de etanol durante una semana provocé hinchazén en
los glomérulos y tabulos, proliferacién de las células mesangiales y caida del hialino en las células
epiteliales tubulares (Mukherjee et al., 2007).

Respecto al desequilibrio electrolitico, la capacidad del alcohol para alterar el volumen de orina,
es decir, la diuresis, modifica el estado de hidratacion del cuerpo y produce alteraciones en las
concentraciones de electrolitos (Epstein, 2016). ElI consumo de alcohol esta estrechamente
relacionado con cambios en la composicion de las membranas y la peroxidacion lipidica de las
células epiteliales de los tabulos renales de las nefronas. Ademas, interfiere con los
transportadores tubulares alli localizados, concretamente, el consumo agudo de alcohol disminuye
la actividad de la bomba Na*-K*-ATPasa (Das y Vasudevan, 2008). Esta se trata de una enzima
reguladora encargada de la salida de Na* desde el interior de la célula; por lo tanto, si disminuye
la actividad de la bomba, aumenta la retencion de Na*, lo cual esté relacionado con el desarrollo

de hipertension arterial (HTA).

La funcion cardiaca y la renal estan estrechamente relacionadas. EI SRAA esta formado por
distintas hormonas y enzimas, secretadas por el rifion y la corteza adrenal, que actdan en la
regulacion del balance de Na* y K*, el mantenimiento del volumen del liquido extracelular y la

regulacion de la presion arterial a corto y largo plazo.

Los rifiones secretan la enzima renina en respuesta a los estimulos que impliquen una reduccidn
de la presion arterial, una vez liberada, se incorpora al torrente sanguineo y actla sobre su sustrato,
el angiotensindgeno, generando Angiotensina |. Esta Gltima apenas es activa, por lo que es
convertida en Angiotensina Il (Ang Il) mediante la enzima convertidora de angiotensina (ECA).
La Ang Il es una sustancia muy activa, que ejerce importantes acciones para incrementar la
presién arterial. Entre ellas, en la corteza suprarrenal, la Ang Il se une a sus receptores AT1 y
estimula la secrecion de Aldosterona (Aldo), hormona que regula la eliminacién de Na*, K*y
agua. De forma que, su secrecién, aumenta la eliminacion de K* y disminuye la de Na* y agua al
incrementar su reabsorcion tubular, es decir, promueve una mayor retencién de sal y agua a nivel

renal. Asi, la concentracién plasmatica de K* disminuye, mientras que la de Na* no se modifica
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sustancialmente, ya que se reabsorbe una cantidad proporcional de agua. En consecuencia,
aumenta el volumen del liquido extracelular y la volemia, lo que induce un aumento del gasto
cardiaco y de la resistencia vascular periférica y, finalmente, de los valores de la presién arterial
(Sobrino, 2018).

El EO que se genera tras el consumo agudo de alcohol activa el SNA y el SNS, lo que a su vez
estimula el SRAA, conduciendo a una vasoconstriccion general y un aumento de la retencion
renal de Na*, debido a la subida de los niveles de Aldo en suero. Este efecto del etanol provoca
un aumento de la presién arterial. La elevacién de la presion sanguinea junto con los altos
niveles de Na* en el tdbulo renal, estimulan las células de la méacula densa, llevando a una
vasocontriccion de la arteriola aferente, provocando que Ilegue menos cantidad de sangre al rifion

y, en consecuencia, disminuye la tasa de filtracion glomerular (TFG) (Ojeda et al., 2012).

En concreto, en un modelo de ratas adolescentes sometidas a BD se observo que el mecanismo
por el cual este patron de consumo afecta a la funcion renal esta relacionado principalmente con
la oxidacion y la inflamacién. Por un lado, incrementé la peroxidacion lipidica, y por otro se
redujo la expresion del factor de transcripcion NF-kB y aument6 la expresion de la caspasa-3. El
BD también disminuy6 el aclaramiento de creatinina (medida para valorar la TFG) y el
aclaramiento relativo de Aldo; elevando por tanto, los niveles séricos de Aldo, la excrecion
fraccional de Na* (EFNa) y la excrecion transtubular de K* (TTKG). Estos efectos condujeron a

hipernatremina, flujo urinario bajo y presidn sistoélica alta (Sobrino et al., 2019).

En resumen, el BD desencadena desequilibrios idnicos y osméticos renales, que contribuyen a

aumentar la presion arterial sistélica.

1.2 Acido folico
1.2.1 Generalidades

El folato o vitamina B9 es un nutriente esencial ya que los mamiferos carecen de las enzimas
necesarias para sintetizarlo de novo y, por lo tanto, dependen por completo de la ingestion de
folatos preformados y / o suplementos de acido félico para satisfacer sus necesidades fisioldgicas.
Las fuentes dietéticas de folatos naturales incluyen vegetales de hoja verde, hongos, legumbres e
higado (Stanhewicz y Kenney, 2017). La estructura molecular de esta vitamina se basa en tres
compuestos fundamentales: un anillo de pteridina, el 4cido para-amino benzoico (PABA) y una
terminacion conformada por uno o varios residuos de glutamato. Se encuentra en forma reducida
como tetrahidrofolato (THF) en el organismo humano y en los alimentos (Abilés, 2007). El
término &cido folico (AF) alude a la forma sintética de la vitamina, empleada para fortificacion
de alimentos y elaboracion de suplementos. Es la forma méas oxidada de la vitamina, carece de la

presencia de &tomos de hidrogeno y posee Gnicamente un glutamato terminal; estas caracteristicas
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confieren al AF mayor estabilidad quimico-estructural por lo que posee una biodisponibilidad dos
veces mayor, en comparacion con el folato de la dieta (Herrera et al., 2016).

Los folatos son absorbidos principalmente en el intestino delgado a través del transportador de
folato acoplado a protones (PCFT). A continuacién, el transporte sanguineo hasta los tejidos
hepaticos y extrahepaticos se lleva a cabo mediante proteinas de union al folato (FBP) y, en menor
medida, por la albimina y otras proteinas solubles. Los niveles normales de folatos en sangre se
mantienen no solo mediante la ingesta dietética adecuada y la absorcion intestinal, sino también
por una reabsorcion renal eficiente mediada principalmente por el receptor FRa. Como los folatos
son vitaminas solubles en agua de pequefio tamafio, se filtran libremente por el glomérulo. Bajo
niveles normales de folato, se observa poca excrecién renal y alta reabsorcidn sobre la membrana

del borde en cepillo de las células del tubulo proximal (Samodelov et al., 2019).

La importancia de esta vitamina en el organismo se basa en que acttia como cofactor en diversos

procesos fisioldgicos gracias a su capacidad de transferir restos monocarbonados, pudiendo

intervenir en dos grupos de reacciones: las de

biosintesis de nucleétidos (ADN y ARN), y

las de metilacion; las cuales emplean como /i
cofactor la S- adenosilmetionina (SAM), y

5, 10-MTHF
requieren, por tanto, un suministro constante
de metionina (MET) (Abilés, 2007). EI AF es

esencial para este aporte, ya que como se

MTHFR
5-MTHF

muestra en la Figura 5, juega un papel

importante en el metabolismo hepatico de la Cystathionine
metionina; el cual, a su vez, regula los niveles VitB6 l
de homocisteina (Hcy), las defensas R .

antioxidantes, el ensamblaje del ADN, la l

exportacion de lipidos y todas las reacciones

Taurine and sulfate

epigenéticas de metilacion que contribuyena  Figura 5. Metabolismo hepatico de la
la regulacion de la expresion génica (Medici metionina o ciclo de la metionina (Long y Nie,

2016).
y Halsted, 2013).

Por lo tanto, la deficiencia de folato puede causar una division celular anormal debido a
interferencias en la sintesis de ADN; asociandose con trastornos profundos que afectan, en
particular, a tejidos altamente proliferantes, como la médula 6sea y la mucosa gastrointestinal, asi
como el SNC en el desarrollo de los bebés (Samodelov et al., 2019). Por ello, la suplementacion

con AF ha sido recomendada para mujeres embarazadas desde 1991 (Adi et al., 2019).
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1.2.2 Balance oxidativo y &cido félico

Varios estudios muestran que las personas con bajos niveles de AF tienden a tener marcadores
elevados de EO (Tucker, 2019). La actividad antioxidante del AF es debida a su capacidad para
oxidarse cediendo protones, actuando por tanto como agente reductor, neutralizando los radicales
libres presentes (Abilés, 2007). Ademas, el AF disminuye la actividad de la enzima NADPH
oxidasa, la cual libera anion superoxido y aumenta la produccion de EROS en el higado y los
rifiones. Por otro lado, esta vitamina también interactia con la enzima endotelial 6xido nitrico
sintasa (NOS), disminuyendo asi la formacion de peroxinitritos prooxidantes (Ojeda et al., 2016).
Concretamente, el AF aumenta la biodisponibilidad del cofactor de NOS, la tetrahidrobiopterina
(BH4) (Stanhewicz y Kenney, 2017).

Por Gltimo, cabe destacar que el AF alivia el agotamiento del antioxidante endégeno GSH gracias
a su participacion en el metabolismo hepatico de la metionina (Figura 5), aumentando asi sus
propiedades antioxidantes. En este ciclo, la Hcy se transforma en GSH mediante la via de
transulfuracion (Medici y Halsted, 2013).

1.2.3 Alteraciones renales y acido félico

El aminoacido Hcy es un intermediario del metabolismo de la metionina (Figura 5). La
hiperhomocisteinemia (HHcy), elevacion de los niveles plasmaticos de Hcy, puede ser el
resultado de una deficiencia en las enzimas o cofactores vitaminicos, como el AF, necesarios para
el metabolismo de la Hcy (Long y Nie, 2016). La Hcy se elimina minimamente por los rifiones,
ya gue en condiciones fisioldgicas, solo la Hcy no unida a proteinas se somete a filtracion
glomerular y luego, en su mayor parte, se reabsorbe en los tibulos y se oxida a didéxido de carbono
y sulfato en las células renales. Ademas, en los rifiones, la Hcy esté sobre todo transulfurada y la
deficiencia de esta transulfuracién renal contribuye a la elevacion de la Hey plasmatica (Capelli
et al., 2019).

La Hcy provoca EO, dafia el endotelio y aumenta la trombogenicidad (Liakishev, 2006), por lo
tanto, numerosos estudios sugieren que la HHcy puede ser un factor de riesgo modificable de la
enfermedad cardiovascular (ECV), asi como de la enfermedad renal crénica (ERC) (Figura 6)
(Long y Nie, 2016). Se ha demostrado que los pacientes con ERC tienen niveles sanguineos de

Hcy mas altos en comparacion con la poblacion general.

Se han descrito algunos efectos de la HHcy en el tejido renal. La Hcy puede actuar directamente
sobre las células glomerulares induciendo esclerosis, y puede iniciar una lesion renal al reducir el
nivel plasmatico y tisular de adenosina. La disminucién de la adenosina en plasma conduce a una
mayor proliferacién de las células del musculo liso vascular (VSMC, por sus siglas en inglés),
acelerando el proceso escler6tico en arterias y glomérulos. En un modelo de rata con HHcy

inducida por una dieta libre de folato, se produjo esclerosis glomerular, expansion mesangial,

12
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disfuncion de los podocitos y fibrosis, debido al aumento del EO local (Capelli et al., 2019). De
nuevo, el EO es uno de los mecanismos causantes del dafio renal; ademas, la Hcy puede ejercer
su accion directa sobre los rifiones mediante inflamacion, estrés del reticulo endoplasmatico e

hipometilacion (Long y Nie, 2016).

Hiperhomocisteinemia — Deficiencia de acido
2 félico
 EO
{I Estado inflamatorio T EO
{f Metaloproteinasas 1 Generacién de O,
{I Sintesis de colageno { Funcién del miocardio
T vsSMC INO
{1 Células espumosas INOS
0 NO
S —1
R ———]

Enfermedad cardiovascular Progresion de la enfermedad renal crénica

Figura 6. Relacién entre la deficiencia de AF, laHHcy, laECV y el dafio renal. (Modificado de Capelli
et al., 2019).

Por otro lado, se ha demostrado que independientemente de los niveles de Hcy, la privacion de
folato mitocondrial puede contribuir al EO predominante en la ERC, al promover la disfuncion
de la citocromo C oxidasa, la despolarizacion de la membrana y la superproduccion de radical
superdxido (Bukhari et al., 2011). Y que el AF, gracias a sus propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes y antiapoptoticas, mejora la funcidn endotelial, limitando la generacion de EO y
aumentando la vida media del 6xido nitrico (NO) (Capelli et al., 2019), mecanismos que se

explicaron en el apartado anterior de “balance oxidativo y acido folico”.

En resumen, el AF es una vitamina con funciones de vital importancia en el organismo, y ayuda

a mejorar la funcion renal, disminuyendo el EO y los niveles de Hcy.

1.3 Binge Drinking y &cido folico

La deficiencia de AF es un hecho que a menudo se asocia con el alcoholismo crénico (Wani et al.,
2011). Esto es debido a la disminucién de la ingesta de folato en la dieta y la mala absorcion
intestinal, la reduccion de su captacién y almacenamiento en el higado, y el aumento de la
excrecion de folato en la orina (Medici y Halsted, 2013). Como se ha visto anteriormente, el etanol
puede provocar cambios estructurales en las membranas, afectando también a las proteinas
transportadoras que en ellas se encuentran (Das y Vasudevan, 2008). Se ha demostrado que la
regulacion de la transcripcion de los transportadores de folato, es el principal mecanismo
molecular de la absorcién deficiente de folato asociada al alcohol en el intestino, el colon y los
rifiones (Wani et al., 2011). Por otro lado, el consumo de alcohol afecta, en diferentes niveles, a

las vias metabdlicas de la metionina descritas en el apartado anterior (Medici y Halsted, 2013).
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Por ello, el AF se ha utilizado como un suplemento terapéutico eficiente en pacientes alcohélicos
cronicos. Esta estrategia terapéutica da como resultado una disminucion en el perfil oxidativo de
los pacientes; y en cuanto a los efectos sobre la funcion renal, a pesar de que el AF tiene
propiedades antioxidantes, no restablece la TFG. Es posible que la actividad antioxidante
alcanzada no sea suficiente para evitar la disfuncion renal o que existan otros mecanismos, ademas

del EO, que causen esta situacion (Ojeda et al., 2012).

A pesar de que la deficiencia de AF es la carencia dietética mas comin entre los pacientes
alcohdlicos croénicos, hasta la fecha hay pocas evidencias de como afecta el BD a los niveles de
esta vitamina, y mucho menos a nivel renal. Ojeda et al., (2016) realizaron un estudio en ratas
adolescentes expuestas a BD sobre los efectos del AF frente al dafio oxidativo. Confirmaron, por
primera vez, que los niveles séricos de AF no se encontraban alterados después de la exposicion
aguda al alcohol por via intraperitoneal (Ojeda et al., 2016), pero este hecho no implica que la
homeostasis de los folatos sea correcta; pues se sabe que el BD reduce los niveles de SAM y GSH
en diferentes tejidos, indicando que probablemente existe un déficit de AF tisular (Kim et al.,
2008). Situaciones similares se dan con otros antioxidantes exdgenos (como el selenio) en casos
de BD, donde el antioxidante se acumula en plasma a expensas de estar deplecionado en tejidos
(Ojeda et al., 2015).

Ojeda et al., (2016) también demostraron in vivo, que la suplementacion con AF es una terapia
economica y eficiente contra el dafio oxidativo en los lipidos y la inestabilidad del ADN
provocada por el consumo excesivo de alcohol durante la adolescencia. Ademas, esta
suplementacion aumenta los niveles de GSH en el higado, el cual es de especial interés debido a

su accion antioxidante y a su implicacion en la estabilidad del ADN (Ojeda et al., 2016).

Sin embargo, hasta la fecha no existen estudios que relacionen la suplementacion de AF con el
BD vy el dafio renal, a pesar de que como se ha visto previamente, este patrén de consumo puede

alterar la funcion renal mediante diferentes mecanismos.

2 OBJETIVOS

Se ha comprobado que los folatos estan implicados en la regulacion de la funcién renal por
modular los niveles de Hcy y por su accion antioxidante; y que el consumo de alcohol en forma
de BD probablemente altera su homeostasis, ademas de provocar alteraciones en los rifiones al
inducir EO. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es valorar si la suplementacion con AF es una
terapia eficiente para contrarrestar el dafio oxidativo provocado por esta droga en dichos 6rganos.
Para ello se estudiara el balance oxidativo y la funcionalidad renal (TFG y niveles séricos de Na*

y Aldo) en ratas adolescentes expuestas a BD y suplementadas con AF.
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3 MATERIALES Y METODOS
3.1 Animales de experimentacion

3.1.1 Animalesy condiciones experimentales

Para la realizacion de este experimento se utilizaron 24 ratas macho adolescentes de la raza Wistar
procedentes del Centro de Produccién y Experimentacion Animal de la Universidad de Sevilla.
Los animales se recibieron con 21 dias de edad y se alojaron en jaulas de plastico, con libre acceso
a la comida y la bebida, que se ubicaron en el animalario de la Facultad de Farmacia, bajo
condiciones controladas de luz (Ciclo de luz: 7:00 h mafiana - 19:00 h tarde) y temperatura (22°C).
El periodo de adolescencia comienza a los 28 dias de edad, en este tiempo, los animales se

distribuyeron de forma aleatoria en cuatro grupos experimentales con las siguientes condiciones:

o Grupo control (C): ratas alimentadas con pienso comercial y agua ad libitum, y tres dias
a la semana, recibieron una inyeccion intraperitoneal de solucién salina.

o Grupo binge drinking (BD): ratas alimentadas con pienso comercial y agua ad libium,
y tres dias a la semana, recibieron una inyeccion intraperitoneal de etanol (3g/kg).

o Grupo control félico (CF): ratas alimentadas con pienso comercial suplementado con
AF (8ppm) y agua ad libitum, y tres dias a la semana, recibieron una inyeccién
intraperitoneal de solucién salina.

o Grupo binge drinking folico (BDF): ratas alimentadas con pienso comercial
suplementado con AF (8ppm) y agua ad libitum, y tres dias a la semana, recibieron una

inyeccidn intraperitoneal de etanol (3g/kg).

Los tratamientos se realizaron de acuerdo a los protocolos de manejo, cuidado y sacrificio de los
animales aprobados previamente por el Comité de Etica de la Universidad de Sevilla. Los

animales permanecieron bajo estas condiciones hasta el momento de su sacrificio (3 semanas).

Disefio experimental
1% semana 27 semana 3? semana

af 1 T R

28

Dias de inyeccion i.p. _« | Grupos C y CF: comida y Sacrificio y
a7 agua ad libitum obtenciéon de
Inyeccion de solucién salina muestras

L=

~

* | Grupos BD y BDF: comida y

Grupos CF y BDF: comidal| 2gua ad libitum
suplementada con AF (8ppm) Inyeccion de etanol (3g/kg)
ad libitum

Figura 7. Esquema del disefio experimental (Gallego Ldpez, 2020).
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3.1.2 Dieta utilizada

La alimentacion suministrada a los animales consistié en una dieta basica semisintética (Harlan
Laboratorios) que cubria todas sus necesidades nutricionales y energéticas, con un contenido de
AF de 2ppm. Ademas, los grupos CF y BDF, recibieron un suplemento de AF (8ppm)
(ACOFARMA, Barcelona, Spain) en la comida, la cual se preparé moliendo el pienso basico para
hacer galletas suplementadas (6mg/kg: 8ppm).

3.1.3 Metodo de alcoholizacion

Se usé el modelo de alcoholizacion “Binge Drinking” basado en la administracion por via i.p.,
tres dias consecutivos por semana y durante tres semanas, de etanol (3g/kg de peso) en solucion
salina al 20% (v/v) (Callaci et al., 2010). A los grupos controles se les administrd i.p. un volumen

equivalente de solucion salina durante el mismo periodo de tiempo.

3.1.4 Estudio nutricional y de la ingesta de acido félico

Durante el experimento se determiné diariamente la ingesta liquida (ml/dia) y la ingesta sélida
(g/dia) de los animales. La primera se midié por diferencia de volumen de liquido en los
biberones, y la segunda por diferencia entre el pienso colocado y el sobrante al dia siguiente,

utilizando para ello una balanza analitica (COBOS D-2000-SX, de 0.1g de precision).

La ingesta de AF (ug/dia) se calculd a partir de los datos de la ingesta solida, teniendo en cuenta
que el pienso para los animales suplementados se prepard con una concentracion de 8ppm de AF

y la dieta base contiene 2ppm.

3.1.5 Estudio macroscépico

Para controlar su evolucion durante el periodo experimental, las ratas se pesaron diariamente
utilizando una balanza analitica (COBOS D-2000-SX, de 0.1g de precision), y siempre a la misma
hora, entre las 9:00 — 10:00 a.m, para evitar diferencias debidas al ritmo circadiano. Finalmente,
los animales se pesaron antes de ser sacrificados y se anestesiaron con uretano i.p. (SIGMA) al

28 % p/v a razon de 0,5 ml/100g de peso corporal.

3.2 Tomay procesamiento de las muestras de ratas

3.2.1 Obtencién y tratamiento de las muestras de orina

La recoleccion de la orina se efectu6é colocando a los animales individualmente en jaulas de
metabolismo, en ayunas y teniendo libre acceso a la bebida durante un periodo de 12 horas previo
al sacrificio. Tras medir el volumen total de orina, se dividié en alicuotas, que se conservaron a

-80°C para su posterior tratamiento.
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3.2.2 Obtencion y tratamiento de las muestras de suero

Tras anestesiar a los animales y realizar el estudio macroscdpico, se procedid a extraer la sangre
mediante puncion intracardiaca a través del torax. Esta se deposité en tubos de ensayo y se dejo
reposar durante 30 min a temperatura ambiente, se centrifug6 a 3000 r.p.m. durante 10 miny con

una micropipeta se extrajo el suero, que se conservé a -80°C para posteriores determinaciones.

3.2.3 Obtencidon y tratamiento de los rifiones
Una vez extraida la sangre, se realizé una laparotomia media y se procedi a la extraccion de los

rifiones, que se sumergieron en N liquido y se conservaron a —80°C para su posterior analisis.

3.3 Actividad antioxidante y oxidacion de biomoléculas en los rifiones

3.3.1 Homogeneizacion del tejido

Segun el ensayo que se vaya a realizar, el tejido se homogeneiza en un tampén u otro. Para la
determinacion de la concentracion total de proteinas y la actividad de las enzimas antioxidantes,
parte de los rifiones congelados se pesaron, se trocearon y se homogeneizaron en proporcion 1:4
p/v, en tampon de sacarosa, durante 60 s, utilizando un homogeneizador de tejidos con pistilo de
teflon (Pobel 245432, Espafia). A continuacion, el homogeneizado obtenido se centrifugé a 3000
r.p.m. y 4°C durante 20 min. El sobrenadante se separ6 en alicuotas, que se colocaron en
eppendorf con la ayuda de una micropipeta, y se congelaron a -80°C hasta el momento de los
analisis.

La composicion del tampon de sacarosa es la siguiente: sacarosa (ROIG FARMA), 250mM; TRIS
(SIGMA-ALDRICH), 15mM; DTT (SIGMA), 1mM; EDTA (SIGMA), 1mM. El pH se ajust6
hasta 7,4 con HCI diluido (PANREAC).

Por otro lado, para la determinacion de la concentracion total de proteinas y la oxidacion de
biomoléculas (lipidos y proteinas), el tejido se homogeneizd en tampon fosfato potasico 10mM

(pH 7), siguiendo el mismo procedimiento anterior.

3.3.2 Concentracion total de proteinas

Para expresar la actividad de las enzimas antioxidantes como actividades especificas (U/mg de
proteina), asi como para poder cuantificar la oxidacion de biomoléculas (nmoles GC/mg de
proteina en el caso del analisis de grupos carbonilos; nmoles MDA/mg de proteinas para la
peroxidacion lipidica), se determinaron las proteinas totales en los dos tipos de homogeneizados
de rifion.

Fundamento: la determinacién de proteinas se llevé a cabo segin el método descrito por (Lowry
et al., 1951). En este método se hacen reaccionar las proteinas con el reactivo Folin-Ciocalteau,
lo que origina un complejo coloreado. El color se forma debido a la reaccion del Cu?* con las

proteinas en medio alcalino, y por la reduccion del fosfomolibdato por la tirosina y el triptéfano

17



Trabajo Fin de Grado Experimental Gallego Lopez MC

presentes en las proteinas. La intensidad del color depende de la cantidad de estos aminoacidos

aromaticos.

Los reactivos empleados en este método son: Reactivo A: Na,COs; 2% (p/v) en NaOH 0,1M,
Reactivo B: CuS0O.-5H,0 1% (p/v), Reactivo C: Tartrato de sodio potasio 2,7% p/v, Reactivo D:
1.5mL de reactivo B y 1.5mL de reactivo C en 150mL de reactivo A, Reactivo E: Reactivo de
Folin-Ciocalteau diluido en agua bidestilada (1:1 v/v). Los reactivos D y E deben prepararse en

el momento del uso.

Procedimiento: la técnica consiste en elaborar una curva patrén de albimina a partir de la cual,
conociendo las concentraciones y las absorbancias de los estandares, podemos calcular las

concentraciones de proteinas de las muestras por medio de la medicion de sus absorbancias.

La curva patrén se prepara a partir de una solucion madre de albumina bovina de concentracion
igual a Img/ml, de la que salen cuatro soluciones estandares con las siguientes concentraciones:
P1: 0,1mg/mL, P2: 0,05mg/mL, P3: 0,025mg/mL y P4: 0,0125mg/mL.

Posteriormente, se mezclan en tubos de ensayo 5ml de Reactivo D y 1ml de muestra diluida
(homogeneizado de rifion diluido con agua bidestilada 1/500), 1ml de estandares en el caso de los
patrones o 1ml de agua bidestilada en el caso del blanco; se agitan y se dejan reposar 15-20 min
a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se afiaden 0,5ml de Reactivo E a todos los
tubos, se agitan y se incuban durante 30 min a temperatura ambiente. A continuacion, se procede
a la lectura de las absorbancias frente al blanco en espectrofotdmetro a una longitud de onda de
750nm.

Célculos: la concentracion total de proteinas en las muestras se calcula extrapolando sus
absorbancias en la recta de la curva patron de concentraciones conocidas. Tanto las muestras

como la curva se analizan por duplicado.

3.3.3 Actividad de la glutation peroxidasa

Fundamento: la enzima GPx cataliza la reduccién de los peroxidos organicos y del peréxido de
hidrégeno en una reaccidn en la que interviene el GSH. La actividad de esta enzima se determiné
segun el método descrito por (Lawrence y Burk, 1976) ligeramente modificado. En este método,
el glutation oxidado (GSSG) formado por la accidn de la enzima GPx se acopla a la reaccién que
cataliza la enzima GR, midiendo la disminucion de absorbancia a 340nm como consecuencia de
la oxidacion del NADPH.

GPx
2GSH + H,O, —» GSSG + 2H,0

GR
GSSG + NADPH + H* —— 2GSH + NADP?
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Los reactivos empleados en este método son: Tampon fosfato potasico (TPK) (pH 7,4 a 4°C),
250mM ; Solucién EDTA (en tampén TPK) (SIGMA), 10mM; Solucidn azida (NaNs) (SIGMA),
10mM; Solucion NADPH (en NaHCOg3 al 0,75% p/v) (SIGMA), 2mM; Solucion GR (en tampdn
TPK) (SIGMA), 10U; Solucién peroxido de hidrégeno (FORET), 2,5mM; y Solucién glutation
reducido (SIGMA), 10mM.

Procedimiento: en una microcubeta de 1,5ml de capacidad, se afiaden 300uL de TPK, 100uL de
EDTA, 100uL de NaNs, 100uL de NADPH, 100uL de GSH, 100uL de GR y 100uL de muestra
diluida (homogeneizado de rifidn diluido con agua bidestilada 1/20). Se deja incubar las muestras
durante 5 min a temperatura ambiente, y a continuacidn, se inicia la reaccion con la adicién de
100pL de H.O, vy se determina la actividad de GPx siguiendo espectrofotométricamente la
disminucidn de la absorbancia a 340nm durante 3 min. Las muestras problema se midieron frente
al blanco, que se prepar6 de la misma manera, pero contenia 200uL de agua bidestilada en lugar

de muestra, y no se le afiadia perdxido de hidrogeno para evitar el comienzo de la reaccion.
Calculos: la actividad de la enzima GPx se obtiene por el siguiente célculo:
mU/mg proteina = [AA(min) - Vf- 10°/&-d-Vm- C] - D

Donde: mU/mg proteina: nmol de GPx por mg de proteina de la muestra; AA(min): incremento de
absorbancia de la muestra por minuto, valor absoluto; Vf : volumen final en ml en la microcubeta; «:
coeficiente de absorcion para el NADPH, cuyo valor es 6,22 mM™cm™; d: paso de luz de la cubeta, 1 cm;
Vm: volumen de muestra (homogeneizado diluido) en mL en la cubeta; C: concentracion de proteinas de

la muestra (mg proteina/mL); D: factor de dilucion de la muestra.

3.3.4 Actividad de la glutation reductasa

Fundamento: la GR, enzima dependiente de NADPH, cataliza la reduccidn del glutation oxidado
(GSSG) a glutation reducido (GSH). Su actividad se determiné segin el método
espectrofotométrico descrito por (Worthington y Rosemeyer, 1974) ligeramente modificado,

donde se mide la disminucion de absorbancia a 340nm debida a la oxidacién del NADPH.

Los reactivos empleados en este método son: Tampén fosfato potéasico (TPK) (pH 7,4 a 4°C),
0,066M; Solucion cloruro potasico (ACOFARMA), 2M; Solucién EDTA (en tampén TPK)
(SIGMA), 10mM; Solucion glutation oxidado GSSG (SIGMA), 10mM; y Solucion NADPH (en
NaHCOs al 0,1% p/v) (SIGMA), 1mM.

Procedimiento: se afiaden en la microcubeta 590uL de tampdn fosfato, 100uL de KCI, 100uL
de EDTA, 100uL de GSSG y 100uL de NADPH. Tras 2 min de incubacién a temperatura
ambiente, se inicid la reaccion adicionando 10uL de homogeneizado puro, y se aguardd la
disminucidn de absorbancia a 340nm durante 3 min. Las muestras se midieron frente al blanco,

que se preparo de la misma manera pero contenia TPK en lugar de homogeneizado.
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Calculos: la actividad de la enzima GR se calcula segun la férmula:
mU/mg = [AA(min) - Vf-10°/&-d - Vm - C]

Donde: mU/mg proteina: nmol de GR por mg de proteina de la muestra; AA(min): incremento de
absorbancia de la muestra por minuto, valor absoluto; Vf : volumen final en ml en la microcubeta; &:
coeficiente de absorcion para el NADPH, cuyo valor es 6,22 mMcm™; d: paso de luz de la cubeta, 1 cm;
Vm: volumen de muestra (homogeneizado puro) en mL en la cubeta; C: concentracién de proteinas de la
muestra (mg proteina/mL).

3.3.5 Actividad de la superoxido dismutasa

Fundamento: la enzima SOD se encarga de la dismutacién de radicales O, a H,O, y O2. Su
actividad se ensay0 siguiendo el método descrito por (Fridovich, 1985) ligeramente modificado,
en el que se utiliza el sistema xantina/xantina oxidasa para generar radicales superoxido (O2"). El
radical superoxido es capaz de reducir el citocromo ¢ y esta reduccién es inhibida por la enzima
SOD, que compite por los radicales superoxidos y los “secuestra” llevando a cabo su dismutacion.

Por lo tanto, el grado de inhibicion de esta reaccion es indicador de la actividad de SOD.

Xantina

. SOD
Xantina _oxidasa 20,+2H" — H,0,+0,
+

Citocromo ¢

|

Citocromo ¢ reducido

Los reactivos empleados en este método son: Tampdn fosfato potéasico (TPK) KoHPO4/ KH,PO,
(pH 7,8 a 4°C) c¢/DTPA, 0,066M; Solucién xantina (SIGMA), 0,5mM; Solucion citocromo ¢
(SIGMA), 100uM; Solucion cianuro sédico (NaCN) (PANREAC), 0,5mM; Solucién catalasa
(SIGMA), 10U; y Solucién xantina oxidasa (SIGMA), 25U. La catalasa se afiade para que la
reaccion siempre esté desplazada hacia la derecha, ya que esta enzima forma agua a partir del

peroxido de hidrégeno.

Procedimiento: en una microcubeta se depositaron 490pL de TPK, 200pL de xantina, 200uL de
citocromo ¢, 100uL de NaCN, 100uL de catalasa y 10uL de muestra (homogeneizado puro). La
reaccion comenzé cuando se adicionaron 10uL de xantina oxidasa, y entonces, se observo el

aumento de absorbancia a 550nm durante 3 min, debido a la reduccidén del citocromo c.

Para medir la reduccidn neta del citocromo c, es decir, en ausencia de SOD, se realizd una medida
de referencia que se prepar6 de la misma forma pero no contenia muestra, de forma que se produjo
la reduccion del citocromo ¢ debida a la accién de los radicales superdxidos formados por el
sistema xantina/xantina oxidasa. Se definié una unidad (U) de SOD como la cantidad de enzima

que produce la inhibicién de un 50% de la reduccion del citocromo C. Cada muestra problema se
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midio frente a su blanco, que se proceso de la misma forma pero sin que la reaccion llegara a

producirse, al no afiadir al blanco la xantina oxidasa.

Calculos: la actividad de la SOD se expresa en U/mg proteina y se calcula segun las siguientes

expresiones:
% inhibicion = 100-[(AAmuestra/min - 100)/ AAreferencia/min|
U/mg proteina = % inhibicion / (50 - c)
Donde: AA: incremento de absorbancia y ¢: mg de proteina presente en la muestra.

3.3.6 Actividad de la catalasa

Fundamento: la CAT cataliza la reduccion del peréxido de hidrégeno a agua. 2 H.O, — H,0
+ O». La determinacion de su actividad se llevo a cabo mediante el método descrito por (Beers y
Sizer, 1952), en el cual se mide espectrofotométricamente a 240nm la disminucion de la

absorbancia debida a la desaparicion del H.O..

Los reactivos empleados en este método son: Tampon fosfato potasico (TPK) (pH 7,4 a 4°C),
0,066M; y Solucidn peroxido de hidrégeno (H.O2) (FORET), 1/100 v/v.

Procedimiento: en una cubeta de cuarzo se afiadieron 2mL de TPK y 120uL de muestra
(homogeneizado de rifién diluido en agua bidestilada 1/120). La reaccion se inicié al afadir
480uL de H20-, y entonces se midid la disminucién de absorbancia debida a la reduccion del

peroxido de hidrogeno, a 240nm durante 3 min. La medida se realizo frente al aire.
Célculos: la actividad de la enzima CAT se obtiene a partir de la siguiente formula:
mU/mg proteina = [AA(min) - Vf /¢ -d-Vm:-C]-D

Donde: mU/mg proteina: nmol de catalasa por mg de proteina de la muestra; AA(min): incremento de
absorbancia de la muestra por minuto, valor absoluto; Vf: volumen final en mL en la cubeta; €: coeficiente
de extincion molar de H;O; (g: 0.0394 mM*cm™), d: paso de luz de la cubeta, 1 cm; Vm: volumen de
muestra en la cubeta en ml, C: concentracién de proteinas de la muestra (mg proteina/ml); D: factor de

dilucién de la muestra.

3.3.7 Peroxidacion lipidica

Fundamento: habitualmente, para evaluar la peroxidacién lipidica se lleva a cabo la
cuantificacion de malondialdehido (MDA), producto final de la degradacion oxidativa de los
lipidos. Para ello, se utilizé el método descrito por (Beers y Sizer, 1952), en el cual se valora
espectrofotométricamente a 535nm el aducto de color rojo formado al reaccionar el MDA con el
acido tiobarbiturico (TBA). Se trata por tanto de un método colorimétrico. EI MDA, en

condiciones de bajo pH y temperatura elevada, participa facilmente en una reaccion de adicién
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nucledfila con el TBA, generando un pigmento rojo fluorescente (compuesto por una molécula
de MDAy dos de TBA) que puede ser determinado por espectrofotometria.

Los reactivos empleados en este método son: Solucion &cido tricloroacético (TCA) (MERCK),
20% p/v; y Solucion &cido tiobarbiturico (TBA) (SIGMA) al 0,67% plv.

Procedimiento: en tubos eppendorf se mezclaron 100ul de muestra (homogeneizados de rifion
puros) y 600ul de TCA, y se centrifugd durante 10 min a 14000 r.p.m y 4°C para precipitar las
proteinas. A continuacion, se cogieron 600pl de sobrenadante y se introdujeron en tubos con tapén
de seguridad junto con 500ul de TBA. La mezcla se incubd al bafio Maria durante 10-15 min a
100°C. Pasado este tiempo, se pusieron los tubos en un recipiente con hielo para bajar la
temperatura de los mismos, y acto seguido, se midid la absorbancia de la muestra frente al blanco
a 535nm. El blanco se prepard al igual que las muestras, pero con agua bidestilada en lugar de

homogeneizado.
Calculos: la concentracion de MDA presente en las muestras se calculd a través de la expresion:
A=g-C-d

Donde: A: absorbancia de la muestra; €: coeficiente de extincion molar para el MDA a 535 nm (g: 153.10°

3 ml/mol.cm); C: concentracion de MDA en la muestra (mol/ml), d: paso de luz de la cubeta (1 cm).

Los resultados se expresaron en moles de MDA formados/mg proteina en los 10 minutos de

incubacion.

3.3.8 Oxidacion de proteinas

Fundamento: se utiliz6 el método descrito por (Reznick y Packer, 1994). La oxidacién de
proteinas provoca un aumento de los grupos carbonilos en su estructura. La 2,4-
dinitrofenilhidrazina se une a estos grupos para formar 2,4-dinitrofenilhidrazona, un complejo

coloreado que absorbe a una longitud de onda de 366nm.

Los reactivos empleados en este método son: Tampon fosfato potasico (TPK) (pH 7,0 a 4°C),
10mM; Solucién dodecil sulfato de sodio (SDS) (SIGMA), 24% plv; Solucién de
dinitrofenilhidrazina (DNPH) (en HCL) (ACOFARMA), 10mM; Solucion TCA (MERCK), 20%
p/v; Solucion de etanol/acetato de etilo, 1/1 v/v; y Solucién guanidina en &cido formico (diluido
en agua bidestilada 1/1 v/v), 6M.

Procedimiento: se prepararon 300ul de muestra que contenian aproximadamente una
concentracién de 5mg proteina/ml. Para ello, una alicuota de 60ul de homogeneizado de rifidn,
se mezclé con un volumen igual de SDS al 24% para solubilizar las proteinas, y se complet6 con

TPK hasta alcanzar el volumen final deseado.
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La muestra se incub6 durante 3 min al bafio Maria a 100°C y, posteriormente, se enfrié en hielo.
A continuacion, se le afiadieron 300pL de DNPH y la mezcla se incubé a temperatura ambiente
(25°C) durante 1 h, agitando cada 15 min. Pasado este tiempo, se afiadieron 300uL de TCA 'y se
centrifugd 3 min a 11000 r.p.my 4°C. Tras desechar el sobrenadante, el precipitado obtenido se
lavo tres veces con 1ml de la solucién de etanol/acetato de etilo, centrifugando (3 min, 11000
r.p.m, 4°C) después de cada lavado y desechando el sobrenadante tras la centrifugacion. Por
altimo, el precipitado final se resuspendié en 600ul de guanidina 6M y se dejé en reposo a
temperatura ambiente durante toda la noche. Al dia siguiente, la muestra se centrifugé a 11000
r.p.m, 4°C durante 3 min y se midio la absorbancia del sobrenadante frente al blanco (solucion de

guanidina) a 366nm.

Calculos: la concentracion de los grupos carbonilos presente en la muestra se calculd a través de

la expresion:
A=g-C-d

Donde: A: absorbancia de la muestra; : coeficiente de extincién molar para la 2,4-dinitrofenilhidrazona (:
21000 M-*cm); C: concentracion de grupos carbonilos en la muestra (mol/L); d: paso de luz de la cubeta
(1 cm).

Los resultados se expresaron en nmoles de grupos carbonilos formados/mg proteina.

3.4 Determinaciones bioquimicas en suero y orina

3.4.1 Parametros relacionados con la funcion renal

Los niveles de creatinina en suero y en orina, y de Na* en suero, se determinaron en el Hospital
Universitario Virgen de Valme mediante pruebas de bioquimica clinica rutinarias, en el médulo
Cobas 6000 (Roche Diagnostics GmbH), segun las especificaciones del fabricante y utilizando
reactivos patentados. El instrumento se calibré con el material estdndar de referencia patentado y

se verifico con el uso de controles de calidad propios.

3.4.2 Determinacion de los niveles de aldosterona en sangre

Los niveles de Aldo en suero se determinaron mediante ELISA, en el laboratorio experimental
del grupo PAIDI: Implicacién del Balance Oxidativo en la Salud: Alcoholismo y Sindrome
Metabolico; utilizando el Kit Inmunoensayo de la Enzima Aldosterona Enzo Life Sciences. Se
realizd con los reactivos suministrados por el fabricante y segln sus especificaciones. La Aldo se
determina mediante la union del anticuerpo presente en la pared de los pocillos a los anticuerpos
primarios que se le afladen a través de las soluciones comerciales que se van adicionando durante
el ensayo. Finalmente, su concentracion se calcula por interpolacién en la recta de calibrado, a

partir de los datos de densidad 6ptica (DO) obtenidos.
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3.5 Calculo de la funcién renal: aclaramiento de creatinina
El célculo del aclaramiento de creatinina permite una evaluacion global de la cantidad de sangre
que se ha filtrado en 24 h a nivel de los rifiones, por lo tanto es un marcador de la funcién renal.

Se determina usando la siguiente expresion:
CL =Vo- Co/(Cs - 1440)

Donde: CL: aclaramiento de creatinina (ml/min); Vo: volumen de orina recogido en 24 horas (ml); Co:

concentracion de creatinina en orina (mg/dl); Cs: concentracion de creatinina en suero (mg/dl).

3.6 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + error estandar de la media (ESM), siendo “n” el
nimero de muestras utilizadas. Las medias mostradas se obtienen a partir de 6 datos (n = 6). Para
comparar las distintas variables objeto de nuestro estudio en los diferentes grupos experimentales,
los datos se analizaron utilizando el analisis de varianza ANOVA en el programa (GraphPad Instat
3). Posteriormente, se utiliz6 el test de Tukey-Kramer para determinar las diferencias
significativas entre las medias de los valores obtenidos para los cuatro grupos estudiados,
considerandose diferencias estadisticamente significativa valores de p<0,05. Para expresar las
diferencias estadisticamente significativas entre los diversos grupos experimentales en ratas se

utilizé la siguiente simbologia:

CvsBD * ** falekal
Cvs CF c cc cce
BD vs BDF a aa aaa
BDF vs CF + ++ F4+

Tabla 1. Simbologia para expresar las diferencias estadisticamente significativas entre grupos.

4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Control nutricional y morfologico

En la Tabla 2 se observa que la ingesta sélida fue similar en los cuatro grupos experimentales, no
encontrandose diferencias significativas en el incremento de peso tras el consumo de alcohol de
tipo BD. Por otro lado, la ingesta de AF en los grupos C y BD fue significativamente menor que
la de los grupos CF y BDF, confirmandose que el método de suplementacidn elegido fue eficaz.

Los animales del grupo BD ingirieron similar cantidad de AF que las C.

Esto concuerda con los resultados obtenidos por Ojeda et al., (2016), demostrandose que el
consumo excesivo de alcohol via i.p. en ratas adolescentes, no afecta a la cantidad de alimentos
ingeridos (incluido el AF), previniéndose en principio la desnutricion que se genera por el

consumo cronico de etanol (Ojeda et al., 2016). Se podria pensar que esto es asi ya que via i.p.,
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el alcohol no pasa a través del sistema digestivo y no puede alterar la mucosa intestinal. Se
necesitarian mas estudios para saber si el BD afecta a la absorcion de nutrientes. Ademas, estos
resultados son diferentes cuando el alcohol se administra mediante un modelo oral no forzado,
encontrandose la ingesta solida y el incremento de peso significativamente menores en ratas

adolescentes expuestas a BD de manera oral (Nogales et al., 2014).

Incremento peso

. 572 £0,17 5,29 £ 0,14 5,80 +0,21 5,20 £ 0,53
corporal (g/dia)
Ingesta sélida
(g/dia) 14,29 +1,31 13,84 +1,09 14,35 +1,85 13,95 + 1,04
Ingesta dg folico 2.86+0.26 2,77 +£0,22 11,48 +1,48 11,09 + 0,87
(ng/dia) aaa cce
Ingesta liquida
(ml/dia) 2641£145 233071 26,07+1,70 = 29,89+ 2,11
Diuresis (ml/dia) 373407 235+12 376+1,8 46,8 +2.7
Flujo urinario *** 33 ++
10S Rifion
(Peso Relativo 0,813+0,035 0,778 £0,051 0,832 + 0,089 0,826 + 0,037
Rifion %)
Proteinas renales | 57001106 | 27212266 | 2841:214 | 2888158

totales (mg/ml)
Tabla 2. Pardmetros nutricionales y morfolégicos al final del periodo experimental. Los resultados se
expresan como la media £ ESM. Significacién estadistica: C vs BD: * p<0,05, *** p<0,001; BD vs BDF:
aa p<0,01, aaa p<0,001; C vs CF: ccc p<0,001; BDF vs CF: ++ p<0,01.

El indice 6rgano-somatico (10S) de los rifiones se calcul6 para corregir las posibles fluctuaciones
en el peso de dichos 6rganos debidas al peso de los animales. EI 10S, asi como la concentracion
de proteinas en los rifiones, fue similar en los cuatro grupos. Por lo tanto, el consumo de alcohol
tipo BD y la suplementacion con AF utilizada en este estudio, no afectan al desarrollo
macroscépico de estos drganos. Segun lo informado por Dinu et al., (2006) este efecto ocurre con

el tratamiento prolongado con etanol (aproximadamente 30 semanas) (Dinu et al., 2006).

Desde el punto de vista del balance hidrico, los animales del grupo BD bebieron menor cantidad
de agua que las C, y presentaron ademas, un menor flujo urinario; siendo el efecto antidiurético
mas significativo. Las ratas del grupo BDF bebieron significativamente mayor cantidad de agua
y mostraron mayor diuresis. Asi, podria existir cierto efecto antidiurético tras el consumo de
alcohol, que podria estar relacionado, no solo con una menor ingesta de agua, sino también con
una menor TFG o tener origen hormonal (Epstein, 2016), lo cual comprobaremos posteriormente

en el apartado de “valoracion de la funcion renal”.
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4.2 Balance oxidativo en los rifiones

Como ya se menciond, diversos estudios demuestran que la ingesta aguda y crénica de alcohol
alteran el equilibrio entre los procesos oxidantes y antioxidantes, aumentando asi el EO en
diferentes tejidos (Aragon et al., 2002; Wu y Cederbaum, 2003; Hernandez et al., 2014; Ojeda et
al., 2012; Sandoval et al., 2019).

En este experimento, la actividad de las enzimas antioxidantes en los rifiones muestran (Figura
8), que el consumo excesivo de alcohol tipo BD aumenta significativamente la actividad de la
SOD y CAT respecto al grupo C (p<0,05). Por el contrario, en la actividad de la GR no se observan
cambios significativos respecto al grupo control y la actividad de la GPx disminuye muy
significativamente (p<0,001), lo que conlleva a peroxidacion lipidica (expresada como niveles de
MDA) y oxidacion de las proteinas renales (expresada por los niveles de grupos carbonilos, GC).

*
T
I |
C BD CF BDF

g o
S o
%

CAT (U/mg proteina)
o &6 3 8
o I

N

o

_|
_|

SOD (U/mg proteina)
o [l S IR O RN SN ¢ 2 B @ ) ~

BD CF BDF
6 CccC 50
= <
K= 5 T £ 40 I
) 3
o 4 aa t 30 *%x% daad
S T Q T
(@) 3 T (@)
£ £ 2
S 2 2
x X 10
O ! O
0 0
C BD CF BDF C BD CF BDF
09 6 —
0.8 %% ddd < T
' T £ 5 T
(=) 0,7 + [5]
£ B
=06 T c 4 T
2. 05 =
E'o 23
004 I S
0 503 22
= 02 S
0,1 0
0 0
C BD CF BDF C BD CF BDF

Figura 8. Actividad de las enzimas antioxidantes en los rifiones (SOD, CAT, GR, GPx) y oxidacion
de biomoléculas (lipidos y proteinas), medidas por los niveles de MDA y GC respectivamente. Los
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resultados se expresan como la media + ESM. Significacion estadistica: C vs BD: * p<0,05, *** p<0,001;
BD vs BDF: aa p<0,01, aaa p<0,001; C vs CF: ccc p<0,001; BDF vs CF: + p<0,05.

La suplementacion con AF a ratas expuestas a BD resultd ser beneficiosa, aumentando de forma
significativa los niveles de GPx y GR; y disminuyendo eficazmente la oxidacion lipidica, no asi
la proteica.

Respecto a la alteracion de las enzimas antioxidantes, se han encontrado resultados similares en
otros oOrganos (higado y corazon) de ratas adolescentes sometidas a este mismo modelo
experimental (Nogales et al., 2014) (Sobrino, 2018). Tras la exposicion repetida a BD, al
aumentar la actividad de la SOD, hay un incremento de la generacion de hidroperédxidos causados
por su accion, y este exceso de EROS se intenta neutralizar por el aumento de la actividad de la
CAT. Debido a que el alcohol se administra de forma aguda y en exceso, hay que tener en cuenta
que la CAT no solo es responsable de la defensa antioxidante catalizando la reduccion del H,O»
a HO y O, sino también del metabolismo oxidativo del etanol, al encontrarse éste en
concentraciones mas altas (Das y Vasudevan, 2008); siendo Idgico que la actividad de la CAT

aumente en los animales expuestos a BD.

Por otro lado, la menor actividad de GPx encontrada en estos animales podria deberse a que la
enzima se encuentra saturada al aumentar la cantidad de su sustrato (H-O-) y a una disminucion
de los niveles de GSH (cofactor de la GPx), que se sabe estan disminuidos tras el consumo de
alcohol (Kim et al., 2008). La suplementacién con AF mejora la actividad de esta enzima en parte,
porgue es una vitamina necesaria para la sintesis GSH a través del ciclo de la metionina (Medici
y Halsted, 2013). En trabajos previos en ratas adolescentes expuestas a BD se encontraron niveles
hepaticos de GSH deplecionados, que se incrementaron tras la suplementacion con AF
disminuyendo el EO en dicho tejido (Ojeda et al., 2016). La disminucioén de GPx podria explicar
que los niveles de GR apenas se encuentren alterados en el grupo BD respecto al C, ya gque esta
enzima se encarga de reciclar el GSSG oxidado por GPx a GSH (Wu y Cederbaum, 2003), por lo
tanto, si hay una menor actividad de la GPx habrd, en parte, menos GSSG oxidado que regenerar
a GSH y hace falta menor actividad de la GR. La suplementacion con AF incrementa la actividad

de la GR lo que concuerda con el aumento en la produccion de GSH que promueve esta vitamina.

Dicho esto, los resultados obtenidos sugieren que el balance oxidativo en los rifiones de ratas
expuestas a BD no ha sido eficaz, generandose EO con la consiguiente oxidacion de biomoléculas.
Se observa que el aumento de los niveles de MDA es mas significativo (p<0,001) que el
incremento de los GC respecto al grupo control. Esto podria estar relacionado con el hecho de
gue, como son ricos en dobles enlaces, los acidos grasos poliinsaturados que componen los lipidos
renales, son mas susceptibles al ataque de EROS. Estos dobles enlaces pueden abrirse y oxidarse

facilmente en reacciones quimicas e interactuar con otras sustancias, formando parte de una
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reaccion en cadena ciclica debida a la administracion de etanol (Wu y Cederbaum, 2003). Como
se vio en la introduccion, la toxicidad del MDA se debe a su alta reactividad con las proteinas y
el ADN, con el que forma productos modificados de las bases nitrogenadas (Hernandez et al.,
2014). Asi, (Ojeda et al., 2016) y (Nogales et al., 2014) ademas de encontrar oxidacion de lipidos
y proteinas en ratas adolescentes sometidas a BD, también observaron dafio en el ADN

linfocitario.

Como se ha mencionado anteriormente, la suplementacion con AF utilizada parece ser beneficiosa
pues restablecio el balance oxidativo en los rifiones evitando asi la oxidacion lipidica. Al actuar
como antioxidante y/o aumentar la sintesis de GSH, la suplementacién con AF previene los
efectos nocivos del alcohol (Ojeda et al., 2016). Su efecto antioxidante en los rifiones se debe a la
capacidad del AF para neutralizar los radicales libres presentes actuando como agente reductor
(Abiles, 2007), y a su interaccion con las enzimas NADPH oxidasa y éxido nitrico sintasa (NOS),
disminuyendo la formacién de EROS (Ojeda et al., 2016). Ademas, como ya se comento, al
intervenir en el ciclo de la metionina, aumenta los niveles de GSH (Medici y Halsted, 2013),
incrementando asi la actividad de la GPx, haciendo posible una mayor actuacion de esta enzima

frente a las EROS generadas por el BD.

Estos resultados muestran que la homeostasis de los folatos es especialmente importante para

luchar contra el EO generado tras la exposicion al BD en los rifiones de ratas adolescentes.

4.3 Valoracion de la funcién renal

Para conocer la funcionalidad de los rifiones tras el consumo agudo de alcohol tipo BD se
determinaron las concentraciones de Aldo y Na* en suero, y de creatinina en suero y en orina
(Tabla 3); para poder calcular posteriormente el aclaramiento de creatinina (CL de creatinina) y

asi conocer la TFG.

Na“ (mmol)  132+05 13782058 4334405  1355:05
Aldosterona
pg/dl) **% g +++

Creatinina
(mg/dl) 0,486 +0,01 0,53+0,015 0,49+0,04 0,53+0,04

Creatinina 2252+15  144%07

ORINA (mg/dI) 14,4 + 0,55 Hr. " 85+04

Tabla 3. Parametros relacionados con la funcion renal: Aldoy Na* en suero, y creatinina en suero y
en orina. Los resultados se expresan como la media + ESM. Significacion estadistica: C vs BD: ***
p<0,001; BD vs BDF: a p<0,05, aaa p<0,001; BDF vs CF: ++ p<0,01, +++ p<0,001.
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Se observan diferencias significativas en la concentracion de Na* en suero, que esta aumentada
respecto al grupo control (p<0,001); la suplementacion con AF disminuye este valor (p<0,05).
Por lo tanto, la exposicion a BD en ratas adolescentes produce hipernatremia, resultados que
coinciden con los de (Sobrino et al., 2019). De estos resultados podemos concluir que el BD
durante la adolescencia genera un desbalance hidrico-salino importante, probablemente
acompafado de un desajuste endocrino. EI comportamiento de los iones Na* y K* esté regulado
de manera principal por la hormona Aldo, la cual depende especialmente del SRAA. EI EO que
se genera tras el consumo agudo de alcohol activa al SNS, lo que a su vez estimula el SRAA,
conduciendo a una vasoconstriccion general y un aumento de la retencion renal de Na*, generando
cierta accion antidiurética debido a la subida de los niveles de Aldo en suero (Sobrino, 2018).
Esto se confirma con los resultados del presente estudio, donde los niveles séricos de Aldo se
encuentran aumentados significativamente en el grupo BD respecto a los controles, y la
suplementacion con AF los disminuye aunque parcialmente, siendo mayores que en el grupo CF.
El etanol disminuye la actividad de la bomba Na*-K*-ATPasa debido a la peroxidacion lipidica y
a los altos niveles de Aldo, incrementando asi la reabsorcion de Na* (Das y Vasudevan, 2008).
Esto explicaria la mejora provocada por la suplementacion de AF, que debido a su accion
antioxidante, disminuye la peroxidacion lipidica, los niveles de Aldo y la concentracion de Na*

en sangre.

Respecto a la creatinina, los niveles en suero no se encuentran alterados, y en orina se observa un
incremento significativo en el grupo BD respecto al C, disminuyéndose significativamente dichos
valores gracias al suplemento de AF. No obstante, la concentracion de sustancias en orina no es
un buen parametro para determinar lo sucedido, pues depende en gran medida de la diuresis de
cada grupo experimental. Por ello, se ha calculado el CL de creatinina (Figura 9) para asi poder

valorar la filtracién renal.
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Figura 9. Valores del aclaramiento de creatinina (ml/min) en los cuatro grupos experimentales. Los
resultados se expresan como la media £ ESM. Significacion estadistica: C vs BD: * p<0,05; BDF vs CF:
++ p<0,01.
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Después de la exposicion a BD se observa una disminucion significativa de la TFG respecto al
control (p<0,05). Ademas, tras la suplementacién de AF, este pardmetro indicativo de la funcion
renal sigue disminuido, lo que indica que el BD afecta a la filtracion renal; pero no parece que la
oxidacion esté implicada en este mecanismo, ya que el AF no contrarresta el dafio. Resultados
similares fueron encontrados por (Ojeda et al., 2012) que estudiaron los efectos antioxidantes del
AF en el alcoholismo crénico; y por (Sobrino, 2018) que utiliz6 como antioxidante el selenio, en
ratas adolescentes sometidas a BD.

Parece ser que el EO generado por el consumo agudo de alcohol en los rifiones, afecta
mayoritariamente a las células epiteliales del tibulo distal y no a los podocitos glomerulares
donde ocurre la filtracion. De esta forma, la reduccién de la TFG se relaciona principalmente con
un proceso de infiltracion de neutréfilos que provocan activacion de la mieloperoxidasa y dafian

a las células, mas que con el EO directamente (Latchoumycandane et al., 2015).

Por consiguiente, la terapia con AF mejora el balance hidrico-salino disminuyendo los niveles
séricos de Aldo y aumentando la ingesta liquida, disminuyendo en parte la hipernatremia generada

por el BD; pero no actla sobre la TFG.
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5 CONCLUSIONES

El consumo repetido de alcohol via i.p. en forma de BD en ratas adolescentes no afecta a la
cantidad de alimentos ni de AF ingeridos, sin encontrarse alterados sus pesos corporales.

El método de suplementacién con AF elegido en este estudio fue eficaz, ya que en los grupos

suplementados la ingesta de esta vitamina fue significativamente mayor.

El BD no altera el desarrollo macroscopico de los érganos objetivo del presente estudio, los
riflones, ya que no se encontraron cambios significativos en su peso relativo ni en las proteinas

totales.

Durante la adolescencia, el modelo de alcoholizacion utilizado altera el balance oxidativo de los
rifiones produciendo oxidacion de lipidos y proteinas, siendo la GPx la Unica enzima antioxidante
que disminuyo su actividad, probablemente, porque habria una disminucién de GSH en el tejido,
el principal cofactor de esta enzima. A nivel funcional, este patrén de consumo, provoca la
disminucién de la ingesta liquida y la diuresis; de la TFG; y la aparicion de hipernatremia,

relacionado con altos niveles séricos de Aldo.

La suplementacion con AF ha resultado ser una terapia eficiente para contrarrestar los dafios que
provoca esta forma de consumo de alcohol en los rifiones, pues restablece el balance oxidativo
aumentando la actividad GPx, probablemente al aumentar los niveles de GSH, y evita la oxidacion
lipidica. Ademas, aumenta la ingesta liquida y reduce parcialmente la hipernatremia encontrada
al disminuir la Aldo, mejorando el balance hidrico-salino. Sin embargo, no mejora la TFG ya que
los glomérulos son muy resistentes a la oxidacién, y no parece que el EO sea la causa principal

de su mal funcionamiento.
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