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ABSTRACT

El consumo irresponsable de alcohol esta relacionado con la aparicién de mas de 200
afecciones, entre las que destacan importantes enfermedades hepaticas, devenidas del estrés

oxidativo que genera esta droga pro-oxidante al metabolizarse.

El objetivo principal es analizar experimentalmente los cambios producidos en el
balance oxidativo y la funcién hepatica tras el consumo crénico de etanol, y los posibles efectos
beneficiosos de la suplementacion con acido félico, nutriente antioxidante mas afectado por el
abuso de esta sustancia. Para ello, se emplearon 24 ratas macho raza Wistar, distribuidas en
cuatro grupos: control, alcohol, control félico y alcohol félico. Las ratas expuestas a etanol, se
sometieron durante dos meses a la ingesta de etanol al 30% v/v en agua de bebida. La dieta y la
solucion de etanol se proporcionaron ad libitum, y la suplementacion con &cido félico en dieta
fue de 8 vs.2 ppm. Seguidamente, se determind espectrofotométricamente la actividad de las
cuatro enzimas antioxidantes enddgenas, y la presencia de marcadores de oxidacion molecular,

junto con la ratio AST/ALT como indicador de la funcion hepética.

Segundo objetivo: establecer una comparativa, de los efectos pro-oxidantes del
consumo crénico de alcohol y de la suplementacion de &cido félico en higado, corazén y rifion,
asi como sus posibles implicaciones funcionales, ya que esta droga también tiene conocidos

efectos cardiovasculares y renales.

Se ha demostrado experimentalmente que el etanol disminuye la actividad hepatica de
las enzimas antioxidantes, induce oxidacién lipidica, hepatomegalia y disfuncién hepatica. En
rifidén, donde el alcohol se metaboliza de modo parecido, los efectos sobre el balance oxidativo
son similares, sin embargo en corazén, el balance oxidativo difiere respecto a los anteriores
tejidos. La suplementacion con acido folico, efectlia un papel antioxidante y protector sobre los
organos estudiados, considerdndose una buena alternativa para el tratamiento de los problemas

de salud relacionados con el abuso de alcohol.

Palabras clave: balance oxidativo, alcoholismo cronico, acido folico, hepatotoxicidad, estudio

comparativo tisular.



1. INTRODUCCION

1.1 Consumo croénico de alcohol
1.1.1 Impacto del consumo de alcohol en la sociedad

A dia de hoy, el alcohol es la droga mas extendida y consumida por la poblacion
espafiola, junto con el tabaco. Su uso, aunque mas estricto, data de tiempos inmemoriales y
desde entonces ha sido aceptado por todos y formado parte de nuestras costumbres. El problema
es que, actualmente, su ingesta se ha convertido en un marcado habito para jovenes y adultos
(Informe EDADES, 2013).

Este hecho no deja de preocupar a las autoridades sanitarias, quienes advierten que el
consumo abusivo de alcohol estd relacionado con multitud de enfermedades y desérdenes
metabolicos. En concreto, el consumo de alcohol es un factor causal de mas de 200
enfermedades y trastornos: est4d asociado con el desarrollo de trastornos mentales y
comportamentales, incluido el alcoholismo, importantes enfermedades como cirrosis hepatica,
algunos tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares, asi como traumatismos derivados de
la violencia y los accidentes de trafico. Recientemente, se han establecido relaciones causales
entre el consumo nocivo y la incidencia de enfermedades infecciosas tales como la tuberculosis
y el VIH/sida. Todo ello sin contemplar ademas, las repercusiones del alcohol en la evolucion
de otros trastornos que padezca el individuo y en sus resultados (OMS, 2015). En cualquier
caso, la causalidad entre el consumo excesivo de alcohol y el desarrollo de lesiones hepaticas es
la més conocida y estudiada a lo largo de los afios, ya que el alcohol, es considerado hoy dia,
uno de los motivos mas frecuentes de carcinoma hepatico, y el segundo de trasplante hepatico
en el mundo (Carreras y Castellanos, 2012). De hecho, se recoge bajo la denominacion de
“hepatopatia alcoholica” (HPA), al espectro de lesiones provocadas en el higado por el etanol, y
en ella se incluyen tres sindromes evolutivos: la esteatosis hepatica alcohdlica (EHA), la
hepatitis alcohodlica (HA) y la cirrosis hepéatica alcohdlica (CHA); tres entidades
anatomoclinicas de las que la EHA representa la fase inicial, mientras que la HA y la CHA

constituyen etapas mas graves de la misma enfermedad (Carreras y Castellano, 2012).

Segun el informe 2016 del Plan Nacional sobre Drogas, en Espafa, el alcohol sigue
siendo la sustancia psicoactiva mas consumida. Se estima que 1.600.000 personas de 15-64 afios
tienen un consumo de alcohol de riesgo, lo que representa el 5% de la poblacion en este rango
de edad. Y es que la prevalencia de consumo de bebidas alcohdlicas en la poblacion de 15-63
afios ha alcanzado en el afio 2013 un porcentaje del 93°1%, superior al 90°9% del ano 2011. De
esta poblacion, el 45°7% ha bebido alcohol en dias laborables en el Gltimo mes, y el 99°1%

también en fines de semana. Las cifras mostradas son alarmantes, teniendo en cuenta que cada



vez son mas conocidos los efectos adversos de esta practica, y que ademas, se ha observado

desde el afio 2009, un leve descenso de la percepcion de riesgo de consumo.

Pero mas allad de las consecuencias sanitarias, el consumo nocivo de alcohol provoca
pérdidas sociales y econdmicas importantes, tanto para las personas como para la sociedad en su
conjunto. En las ultimas décadas se han realizado importantes esfuerzos en el ambito de la
ciencia de la salud para intentar evaluar el impacto del consumo de alcohol desde una
perspectiva econdmica.

A continuacion, se muestra una tabla que presenta los costes sanitarios directos
(hospitalizaciones) asociados a la morbilidad total y parcialmente atribuible al alcohol en el
Estado espafiol en 2007, los costes indirectos de la mortalidad atribuible al alcohol, y los costes
indirectos del absentismo laboral por hospitalizacion (Tabla 1).

Numero de  Numero de Coste total
Coste Ao €asos €asos en €
hombres muj eres
Morbilidad totalmente 2007  15.616 altas 3.414 altas 40.604 853,36
atribuible hospitalarias  hospitalarias
Morbilidad 2007  85.095 altas  61.050 altas 311.818.218
parcialmente hospitalarias  hospitalarias
atribuible
APVP 2004 100.716 afios  23.799 afios 2.308.362.090
Baja laboral 2007 169902 dias  40.627 dias 12.072.075
totalmente atribuible
Baja laboral 2007 823.720 dias  841.880 dias 87.232.958
parcialmente
atribuible
TOTAL 2.760.090.194,36

Tabla 1. Coste directo e indirecto del consumo de alcohol en el Estado espafiol, 2007. Cuadro extraido del articulo “Impacto social del consumo
abusivo de alcohol en el Estado espafiol. Consumo, coste y politicas”, publicado por la Rev Esp Salud Publica en 2011. Para calcular el coste
indirecto de la mortalidad atribuible al alcohol se utilizaron los APVP o Afios Potenciales de Vida Perdidos, en el afio 2004, las fracciones
etiolgogicas atribuibles al alcohol y el salario medio por sexos de cada comunidad auténoma publicado por el INEM.

Vemos, que sumando el coste total en el afio 2007 se alcanza la cantidad de 2’7 millones de
euros. Las cifras son impresionantes, ain mas, teniendo en cuenta que este célculo
corresponderia a una aproximacién al coste minimo, ya que hay costes que no se tuvieron en
cuenta por falta de informacion (atencion primaria, menor productividad laboral, etc.).

Pese a la importancia del problema, no contamos con estudios actuales en Espafia que

cuantifiquen el impacto econdmico del alcoholismo en el ambito sanitario y social.



1.1.2 Metabolismo del alcohol

Tras su ingesta oral, el alcohol es absorbido por las células endoteliales de estomago e
intestino hasta llegar a sangre, desde donde se distribuye por todo el organismo. Alrededor del
10% del alcohol absorbido es eliminado mediante la orina, el sudor o la respiracion, mientras
que el tanto por ciento restante es metabolizado por la via oxidativa del metabolismo del etanol

(Carreras y Castellano, 2012).

Aunque es cierto gue el metabolismo oxidativo del etanol comienza en la mucosa
gastrica, es en el higado donde se metaboliza cerca del 90% (Cascales y cols., 1997). En éste
organo el etanol es oxidado en dos pasos consecutivos, que lo transforman primero a

acetaldehido (AcH) y después en acetato (Hernandez y cols., 2014).

En el hepatocito existen tres sistemas enzimaticos capaces de oxidar el etanol a AcH: el
sistema de la via alcohol-deshidrogenasa (ADH), el sistema microsomal oxidativo (SMOE) y la

via de la catalasa (Hernandez y cols., 2014).

El sistema de la via ADH es la principal via de oxidacion del alcohol (en condiciones
normales metaboliza cerca del 80-90% del alcohol) y se localiza fundamentalmente en el citosol
de los hepatocitos, y secundariamente en estomago, intestino delgado, rifién y cerebro (Carreras
y Castellano, 2012). La actividad de la ADH se basa en transferir el hidrégeno del sustrato al

cofactor NAD+, transformandolo en NADH y produciendo AcH.

El SMOE, localizado en el reticulo endoplasmatico, actda principalmente cuando se
encuentra saturada la capacidad de la ADH. Su actividad es pues, un mecanismo de adaptacion
en el alcoholismo crénico, que promueve la proliferacion del reticulo endoplasméatico del
hepatocito. Esto se debe a que en éste organulo se halla la isoforma del citocromo P450
inducible por el etanol, conocida como CYP2EL y capaz de oxidar el etanol utilizando NADPH
y oxigeno molecular. Su hiperestimulacion produce un exceso de radicales libres [anidn
superoxido (O,7), peroxido de hidrégeno (H,O,), radical hidroxilo (OHY)] vy el consiguiente
estrés oxidativo. Se calcula que esta via contribuye en un 10% en el metabolismo del alcohol

(Carreras y Castellano, 2012).

La via de la catalasa, localizada en los peroxisomas, oxida el etanol usando una molécula
de H,O, Aungue en condiciones fisiologicas, esta via no tiene un papel relevante en la
eliminacion del alcohol, en el alcoholismo crénico, donde la concentracion de H,O, es mayor,

tiene un papel més destacado (Hernandez y cols., 2014).

El AcH producido por las tres vias metabdlicas descritas, es metabolizado a acetato y se

incorpora al ciclo de Krebs en forma de acetilcoenzima A. Dicha reaccidon es catalizada



fundamentalmente por la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH), de la cual se conocen dos
isoenzimas: una se localiza en el citosol y se activa cuando la concentracién de AcH es elevada
(ALDH-1); la otra se encuentra en las mitocondrias y actua en condiciones fisiologicas
(ALDH-2) (Carreras y Castellano, 2012). Esta enzima necesita NAD"* como cofactor, por lo que
conlleva a la disminucion de su concentracion en mitocondrias. También existen otras enzimas
capaces de metabolizar el AcH, como la xantina oxidasa (XO) y la aldehido oxidasa (AO),
aunque su afinidad por el AcH es baja (Hernandez y cols., 2014).

Ademaés, y aunque es menos importante, se ha descrito una via no oxidativa de etanol,
catalizada por la acido graso etil ester sintetasa (FAEE), y que implica la formacion de etil éster
de acidos grasos y fosfatidil etanol, compuestos sumamente tdxicos para diversos tipos celulares
y tejidos (Hernandez y cols., 2014).

A continuacion, se muestra una figura resumen de los diferentes procesos que sufre el

alcohol durante su paso por el organismo (Figura 1).
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Figura 1. Metabolismo del alcohol. Imagen modificada de “Pathogenesis of alcoholic liver disease” (Sugimoto y Takei, 2017).



1.1.3 Alcohol y estrés oxidativo

Actualmente se acepta que el mecanismo por el cual el etanol produce dafio hepético es
multifactorial, y en él participan los efectos dafiinos del alcohol y de su metabolismo junto con
factores de susceptibilidad individual (Carreras y Castellano, 2012). Sin embargo, cada vez méas
autores lo achacan a su alta capacidad pro-oxidante para generar estrés oxidativo durante su
metabolismo oxidativo (Galicia y Gutiérrez., 2014; Ceni y cols., 2014; Hernandez y cols.,
2014).

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre especies quimicas pro-oxidantes
(moléculas o radicales libres altamente reactivos) y antioxidantes, modificado a favor de las
primeras (Sugimoto y Takei, 2017). Estos radicales libres, son entes quimicos muy inestables
caracterizados por presentar un par electronico desapareado, y que reaccionan con otros atomos
0 moléculas cercanos en busca de estabilidad, alterando asi las biomoléculas (proteinas,
carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos, etc.) (Hernandez y cols., 2014).

Por una parte, la cadena respiratoria mitocondrial, seguido de otras reacciones de
oxidacion-reduccion catalizadas por las enzimas NADPH deshidrogenasa, XO y otras
deshidrogenasas, actian como fuente principal de especies reactivas de oxigeno (EROs)
(debemos saber, que el término radical libre y ERO son utilizados a la par, sin embargo, el
término ERO se refiere a aquellas moléculas quimicas reactivas que son derivadas del oxigeno,
y que incluyen al radical O,", H,O, y OH;, entre otros (Hernandez y cols., 2014). Pero ademas,
las EROs también pueden producirse en los hepatocitos por sustancias exdgenas, como toxinas

ambientales, xenobidticos, radiacion, etc. (Conde de la Rosa y cols., 2008).

Frente a este hecho, y dado que el equilibrio oxidativo del organismo es fundamental para
la regulacion metabolica, nuestro organismo ha desarrollado a lo largo de los afios, mecanismos
celulares de proteccion antioxidante que previenen la formacion de radicales libres o promueven
su detoxificacion. Los antioxidantes biolégicos pueden dividirse en dos grandes grupos de
moléculas: el primero y mas importante, conformado por las enzimas antioxidantes; y el
segundo, formado por antioxidantes de menor tamafio y peso molecular, entre los que se
encuentran las vitaminas E y C, el glutation reducido (GSH), los carotenos, los compuestos

fendlicos, etc. (Hernandez y cols., 2014).

Con respecto a las enzimas antioxidantes, podemos nombrar a la enzima superoxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPx) y la glutation reductasa
(GR). Estas acttian en sincronizacion para reducir o eliminar eficientemente a las EROs O,” y

H,0, para transformarlos en oxigeno y agua. Al mismo tiempo, impiden la interaccion de éstos



con metales de transicion, inhibiendo la formacidon (reaccién de Fenton) del radical mas

reactivo, que es el radical OH' (Hernandez y cols., 2014).

El mecanismo que sigue este sistema de defensa enzimatico es el siguiente: la enzima SOD se
encarga de la dismutacion de radicales O, a H,0,, los cuales, aunque son més estables, siguen
teniendo una alta reactividad. Es entonces la CAT la que actta produciendo la dismutacion y
peroxidacion de dos moléculas de H,O, para producir oxigeno y agua. Por su parte, la GPx actla
como mecanismo complementario a la CAT, puesto que se encarga de la degradacion del H,0,
a concentraciones bajas, a la par que oxida su sustrato fisioldgico, el GSH, a glutation oxidado
(GSSG). Es la GR, la enzima encargada de devolver el GSSG a su forma reducida (Hernandez y
cols., 2014). Véase Figura 2.
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Figura 2. Reacciones enzimaticas acopladas al metabolismo del etanol para eliminar las EROs.

En los seres vivos, la concentracion de EROs, es normalmente muy baja, y rara vez
adquiere valores lo suficientemente altos como para poner en peligro la integridad molecular.
Sin embargo, el consumo de etanol es un detonante muy importante para la generacion de estrés
oxidativo en el hepatocito, y ya sea a corto o largo plazo, puede desencadenar la muerte de la

célula, el tejido y el organismo en general (Herndndez y cols., 2014).

Los mecanismos implicados en la generacion de EROs durante el metabolismo del
etanol incluyen los siguientes: cadena mitocondrial de transporte electronico, el SMOE, vy la

NADPH oxidasa, entre otros (Cascales y cols., 1997). Figura 3.
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Figura 3. Principales fuentes generadoras de EROs producidas en el higado durante el consumo de etanol. Imagen extraida del articulo “Papel del
estrés oxidativo en el desarrollo de la enfermedad hepética alcohélica”, Galicia y Gutiérrez, 2014.

Las evidencias sugieren que el SMOE es la fuente mas importante de EROs en
hepatocitos en casos de intoxicacidn etilica crénica (Cascales y cols., 1997), debido por una
parte a su propia actividad y por otra otra, a que tiene un especial alto indice en la actividad de
la NADPH oxidasa, permitiendo de este modo la produccion de grandes cantidades de radical
0,” y H,0, (Galicia y Gutiérrez, 2014). Dicho de otra forma, el contenido de CYP2E1 en
microsomas hepéticos, que aumenta con el consumo crénico de etanol (Carreras y Castellano,
2012), esta relacionado también con el aumento de la actividad NADPH oxidasa y la

peroxidacidn lipidica (Galiciay Gutiérrez, 2014).

Ademas, el aumento del consumo de NADPH, cofactor empleado por el SMOE durante
el metabolismo del alcohol, obstaculiza la sintesis de GSH, antioxidante enddgeno, cuya
regeneracién por la GR requiere, asimismo, el uso de NADPH como cofactor. La disminucion
de la concentracién de este antioxidante, va unida a la consecuente disminucion de la actividad
de la enzima antioxidante GPx (que a su vez utiliza el GSH como cofactor), lo que favorece la

oxidacion y produccion de EROs.

Otro mecanismo implicado en el incremento de las EROs durante el consumo de
alcohol, est& vinculado a alteraciones en la cadena respiratoria mitocondrial. La oxidacion del
etanol aumenta la demanda de oxigeno por parte del hepatocito. Como producto directo de la
oxidacion del etanol a AcH, se genera un exceso de equivalentes reductores en el citosol (donde
se encuentra la enzima ADH), los cuales no se pueden oxidar directamente en la mitocondria
porque sus membranas son impermeables al NADH. Por esta razon, el proceso de reoxidacion

del NAD", se lleva a cabo mediante los sistemas lanzadera-sustrato, cuya funcion es llevar las



especies reducidas desde el citosol a las mitocondrias, oxidarlos y finalmente transportarlos de
vuelta al citosol. Este proceso, incrementa pues el consumo de oxigeno en las mitocondrias. Ello
sumado a la oxidacion del AcH a acetato por la ALDH que esté en la mitocondria, estimula ain
mas el consumo de oxigeno en la cadena respiratoria por el incremento de especies reducidas y
la alteracion del equilibrio redox (Hernandez y cols., 2014). De este modo, el creciente gasto de
oxigeno en la cadena respiratoria provoca la generacion de EROs (Hernandez y cols., 2014).

Analogamente, este estado de hipoxia en el hepatocito, causado por la elevacion de
NADH, provoca el cambio de la actividad de la xantina reductasa a XO. Esta Gltima cataliza la
oxidacion de la hipoxantina hasta acido urico, con la consiguiente formacién de readicales O,"
y H,0, (Hernandez y cols., 2014).

Todos estos mecanismos fruto del metabolismo del alcohol, y la generacion de estrés
oxidativo, son el motivo por el cual el consumo cronico de alcohol esta relacionado con la
aparicion y desarrollo de diversas enfermedades como la diabetes, carcinoma hepatocelular,
esteatosis y fibrosis hepatica. Este estado, puede detectarse a través de la medicion de los
productos de las reacciones oxidativas que tienen los radicales libres con las macromoléculas
(peroxidacion lipidica, oxidacion del ADN, oxidacion de proteinas, etc.), mediante la reduccion

de moléculas antioxidantes o por la modificacion de la actividad de las enzimas antioxidantes.

1.2 Acido Félico
1.2.1 Generalidades

El &cido folico, también conocido como folina o vitamina By es una vitamina
hidrosoluble que gracias a su capacidad de transferir unidades de carbonos, interviene en
numerosas e importantes reacciones metabolicas. Entre éstas destaca la sintesis de purinas y
pirimidinas, y por tanto de &cidos nucleicos, y el metabolismo de aminoacidos como la

metionina, la glicina y la histidina (Fowler, 2001).

Esta vitamina pertenece a un grupo de compuestos, denominados folatos, cuya actividad
esta relacionada. Todos los folatos tienen en comun la misma estructura: un anillo de pteridina
unido por un puente metileno a un residuo de acido p-aminobenzoico que a su vez se une por un

enlace amida a un residuo de &cido glutdmico (Varela 'y Alonso, 1999).

Los humanos no somos capaces de sintetizar esta molécula de novo, siendo por tanto la
Unica fuente la ingesta a través de la dieta. En los alimentos encontramos principalmente folatos
naturales o reducidos, como por ejemplo derivados del tetrahidrofolato (THF), cuya

biodisponibilidad se estima en un 50%. Asi surge el &cido félico como compuesto sintético,



usado en la suplementacién y enrigquecimiento de alimentos por su estabilidad y por llegar
activo al intestino después de su reduccion, y cuya biodisponibilidad es del 85%. En general,
los folatos presentan una vida media de 100 dias, posteriormente son eliminados del organismo
a través de las vias fecal y urinaria, sin riesgo de dafio por acumulacién (Ros, 1999).

La ingesta adecuada de folatos es vital para la division celular y la homeostasis debido al
papel esencial de las coenzimas folato en la sintesis de &cidos nucleicos, regeneracion de la
metionina, y en el transporte, oxidacion y reduccion de unidades de un carbono requeridas para
el normal metabolismo y regulacién (Wagner, 1995). Durante periodos de deficiencia de
folatos, los cambios bioquimicos asociados a su actividad, permiten observar el comienzo de
anormalidades en el metabolismo del carbono que pueden resultar en un aumento del riesgo de

ciertos tipos de enfermedades crénicas y desdrdenes del desarrollo (Mason, 1995).

1.2.2  Acido félico y estrés oxidativo

Como ya se explicé anteriormente, un antioxidante es una estructura molecular capaz de
prevenir o evitar la oxidacion de otra molécula, ya sea por interacciéon y estabilizacion de
especies reactivas o por la transformacion de éstas en configuraciones mas estables y de

reactividad reducida (Hernandez y cols., 2014).

La capacidad antioxidante del &cido folico per se, descrita en multitud de trabajos, es
debida a su capacidad para oxidarse cediendo protones, actuando por tanto como agente
reductor (Abilés, 2007). De este modo, esta vitamina ejerce como un eficaz depurador de

radicales libres.

Ademas, varios estudios recientes, han demostrado el mecanismo por el cual desempefia un
importante efecto antioxidante. Al parecer, el &cido folico disminuye la actividad de la enzima
NADPH oxidasa (NADPHOo), que libera superéxido y produce un aumento de la produccién de
EROs en rifion (Hwang y cols., 2011) e higado (Sarna y cols., 2012); a la vez, también
interacciona con el enzima Oxido nitrico sintasa (NOS), reduciendo la formacion de
peroxinitrinas pro-oxidantes (Stanger y Wonisch, 2012). Pero quizas el mecanismo antioxidante
mas importante resida en el hecho de que alivia el agotamiento del GSH hepatico a través del
ciclo de la metionina, aumentando uno de los sistemas de defensa antioxidante endégeno méas

importante de nuestro organismo (Zhao y cols, 2014).
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1.3 Alcohol y Acido Félico

La carencia de folatos se produce especialmente en ciertas poblaciones de riesgo, y bajo una
serie de circunstancias especiales. La deficiencia de folatos es la deficiencia vitaminica méas
frecuente en los alcohdlicos cronicos (Halsted, 1995), como consecuencia de varios
mecanismos: la malnutricion que lleva asociada esta enfermedad y en tanto la disminucion de la
ingesta solida de acido folico (Lieber, 2003), la disminucion especifica de la absorcion de esta
vitamina y la perturbacion del metabolismo de los folatos por efecto del alcohol, que secuestra

los folatos a nivel hepatico (Medici y Halsted, 2013).

Estudios experimentales llevados a cabo en humanos y animales, afirman que la exposicién a
alcohol de forma continuada, altera la homeostasis de los folatos. Aparentemente, esto se debe a
los dafios producidos por el alcohol sobre las proteinas transportadoras de los folatos en el
intestino, la captacién hepética y la excrecion urinaria de éstos por alteraciones ocasionadas en

la membrana de los tubulos renales (Villanueva y cols, 2001).

Por una parte, el dafio tisular inducido por el alcohol en los hepatocitos, compromete las
funciones hepatobiliares, y en consecuencia, el metabolismo hepético del acido félico, pudiendo
afectar al transporte de membrana, almacenamiento y/o excrecion de éste. Asi diversas
investigaciones sugieren que el etanol aumenta la retencién hepatica de folatos, inhibiendo su
flujo desde el hepatocito a la bilis y por tanto, disminuyendo la excrecion biliar. Esto se traduce
en un dafio en la circulacion enterohepética y su biodisponibilidad (Steinberg y cols., 1980;

Blocker y Thenen, 1987; Fernandez-Borrachero y cols., 1998).

Por otro lado, y posteriormente, se descubridé que el consumo crénico de etanol, afecta a los
trasportadores de folatos, disminuyendo la concentracion de éstos en la membrana de diferentes
tejidos, como la membrana del borde en cepillo del yeyuno, la membrana plasmatica hepética y
la membrana del borde del cepillo del rifidn, explicandose asi la malabsorcién de esta vitamina
(Villanueva y cols, 2001). Ademés, se ha visto que cuando existen altos niveles de AcH
generado por el metabolismo del alcohol, éste interacciona con los tetrahidrofolatos, afectando a
su concentracion intestinal y sistémica (Homann y cols, 2000). De este modo, podemos

concluir, que el alcohol afecta principal y especificamente al metabolismo de este nutriente.

Parece por tanto interesante, analizar la suplementacion con félico en ratas alcoholicas
cronicas desde un punto de vista antioxidante, estudiando los posibles efectos que esta vitamina

pudiera tener en las enzimas antioxidantes enddgenas y en la oxidacion lipidica en higado.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es analizar, experimentalmente, el balance oxidativo en
el higado de ratas adultas sometidas a un tratamiento cronico de alcohol. Para ello se
determinard la actividad de las enzimas antioxidantes enddgenas (SOD, CAT, GPx y GR) que
actGan a nivel del higado, asi como la presencia o ausencia de marcadores de peroxidacion
lipidica, posible reflejo del dafio oxidativo que el consumo crénico de alcohol pudiera producir
en este tejido. Ademas y dado que el déficit de acido fdlico, una sustancia con excelentes
propiedades antioxidantes, es la deficiencia vitaminica méas comdn en los bebedores asiduos, se

evaluara la eficacia de la suplementacion de esta vitamina como antioxidante hepatico.

Por otra parte, y con el propdsito de obtener un analisis completo de los efectos oxidativos
del alcoholismo cronico en los principales drganos, teniendo en cuenta que cada tejido
metaboliza el alcohol por la via oxidativa de un modo diferente, se establece un segundo
objetivo: realizar una comparativa, gracias a los datos aportados por otros estudios ya realizados
por este grupo de investigacion, de los efectos sobre el balance oxidativo del consumo crénico
de alcohol y de la suplementacién de acido félico en corazon, higado y rifidn, analizando sus

posibles implicaciones funcionales.

3. MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacién

Para llevar a cabo el presente ensayo se emplearon 24 ratas macho de la raza Wistar. El
disefio de este estudio experimental estd de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (National Academy Press, Washington, DC, 1966), la cual fue
aprobado por el Comité de Uso Animal para la Investigacion en la Universidad de Sevilla,
Espafia (RD 1201/2005, de 10 de octubre de 2005).

Las ratas, provenientes del Centro de Produccién y Experimentacién Animal, Oficina de
Investigacion Cientifica de la Universidad de Sevilla, y con un peso de entre 250-300g, se
distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos de 6 ratas cada uno, separadas y alojadas en
jaulas de acero inoxidable, para recibir el tratamiento correspondiente a cada grupo. Durante
este tiempo, las ratas se instalaron en el animalario de la Facultad de Farmacia, a una
temperatura de entre 22 y 23 °C, con ventilacion adecuada, y donde se mantiene un ciclo de 12h
de luz y oscuridad.

El tratamiento aplicado consiste en: agua y dieta base para grupo control (C); etanol en
agua de bebida y dieta base para grupo alcohol (A); etanol en agua de bebida, y dieta base

suplementada con acido folico para grupo alcohol folico (AF); agua y dieta base suplementada
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con 4cido folico para grupo alcohol félico (CF). El periodo experimental durd 8 semanas, y se
dividié en dos fases de 4 semanas: Fase 1 o de induccion alcohdlica, y Fase 2 o de alcoholismo
cronico. La dieta, el agua y la solucion de etanol, se proporcionan ad libitum.

Al final de esta etapa se realojaron de forma individual a las ratas en jaulas de metabolismo y se

mantuvieron en ayunas durante 12 h.

Dieta basal y tratamiento con etanol

La dieta fue preparada de acuerdo con el Instituto de Recursos de Animales de
Laboratorio (ILAR, 1979), cuya composicién en g/kg de dieta es la siguiente: Caseina 200g,
Sacarosa granulada 510g, Almidén de maiz 140g, Fibra (celulosa) 50g, Aceite de maiz 50g,
Mezcla mineral AIN-76 35g, Mezcla de Vitaminas AIN-76 10g, Bitartrato de colina 2g y DL-
metionina 3g. Tras mezclar los ingredientes, se homogeneizaron en una mezcladora de doble
cono y se ofrecio a los animales como pellets. EI contenido de &cido félico en la dieta, para los
grupos suplementados (AF y CF) era de 8 ppm de &cido folico por kg de pienso, mientras que el

de los grupos no suplementados (A 'y C) era de 2 ppm de acido félico por kg de pienso.

DISENO EXPERIMENTAL
56 dias
Dia 1: recepcién e Dia 56: sacrificio y
inicio del tratamiento obtencion de muestras
oo . L
Kl .
s A
A IR .

v Comida elaborada
v" Solucién de etanol en concentracion
creciente segin semana

Los grupos suplementados con félico (F) recibieron comida
! ! suplementada con 8 ppm de acido félico, frente a 2 ppm que

recibieron los grupos no suplementados.

v Comida elaborada
v' Agua

Fase de Inducciéon alcoholica Fase de Alcoholismo crénico

Semanal Semana2 Semana3 Semana4 SemanaS Semana6é Semana7 Semana8
5% 10% 15% 20% 30% 30% 30% 30%

Figura 4.Tratamiento experimental aplicado.

Con respecto al tratamiento empleado con etanol, sigue las pautas ya utilizadas y dictadas
por el grupo de investigacion para el que se realiza el presente trabajo (Carreras y cols., 1992).
Se mezclaron cantidades conocidas de alcohol con agua del grifo, aumentando de forma
paulatina y creciente en el tiempo las concentraciones de alcohol en la bebida, y por tanto
ingeridas por los animales del grupo (A y AF) (Figura 4). Asi la primera semana, fase inicial, la

concentracion de alcohol en el agua de bebida era del 5% v/v, lo que aument6 en un 10%, 15%
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y 20%, durante la segunda, tercera y cuarta semana respectivamente, hasta alcanzar la
concentracion de 30%, la cual se mantuvo durante un mes: fase de alcoholismo crénico. Los
grupos control, bebieron agua durante las 8 semanas.

A lo largo de todo este tiempo, se midio la ingesta sélida y liquida de las ratas y se pesaron los

animales utilizando balanzas analiticas precisas.

Control de la ingesta

La ingesta sélida de las ratas se calcul6 por diferencia de peso del alimento aportado a
cada grupo cada 24 horas, y dividido entre el nimero de ratas presentes.
Para calcular la cantidad de etanol consumido al dia por las ratas, se utilizd la “Tabla para
determinar los valores de gramos de soluciones de etanol”, ideado por Veale y Myers (1968), y

que varia en funcién del volumen ingerido y el porcentaje de alcohol.

Muestras

Al final del periodo experimental, se pesaron las ratas y se anestesiaron con una
solucion previamente elaborada de uretano intraperitoneal al 28% p/v (Sigma-Aldrich, St Louis,
USA): 0,5 ml/100g de peso corporal. Tras la anestesia se dio muerte al animal por extraccion de
sangre de la cavidad cardiaca. La sangre se llevé a centrifugacion a 3000 rpm durante 10 min.
para obtener el suero, que se almacend inmediatamente a -80°C. Seguidamente y por
laparotomia, se extrajo el higado, se pesé y después se almacend también a -80 °C para su
conservacion hasta el momento de los andlisis. El peso del higado se utiliz6 para determinar el
indice organosomatico (10S), es decir, el desarrollo de este drgano con respecto al peso de cada
animal, con el fin de corregir la posible influencia del tamafio del animal sobre el peso del

tejido.

Determinacion de la actividad enzimatica antioxidante

Para medir la actividad de las enzimas antioxidantes asi como la oxidacion de lipidos en
higado, se procedio a la homogeneizacion de las muestras de tejido. Para ello se emple6 por una
parte, y como medio, un tampén de homogeneizacion compuesto por sacarosa 250 mM,
TRIS/HCI 15 mM, DTT 1 mM y EDTA 1 mM, y por otra, un homogeneizador de tejidos con
pistilo de teflon (Pobel 245432, Espafia), acoplado a un motor con una velocidad de giro de
2500 rpm, siempre manteniendo la temperatura del érgano con ayuda de un bafio de hielo.
Posteriormente, el homogeneizado se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min a 4°C para eliminar
posibles granulos, y el sobrenadante se dividié en alicuotas que se congelaron a -80°C hasta el

momento de las determinaciones.
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Todas las determinaciones se llevaron a cabo por técnicas colorimétricas, utilizando
para ello un espectrofotometro de UV-VIS modelo Hitachi U-2800A. La espectofotometria
UV-VIS es una de las herramientas méas tiles en el analisis cuantitativo, elegida por su alta
sensibilidad, selectividad, precision y facilidad de manejo. La base de la aplicacion de los
métodos espectrofotométricos UV-VIS al anélisis cuantitativo es la ley de Lambert Beer, que
relaciona la absorbancia de la muestra con la concentracién del analito segln la ecuacion:
A=¢gd c

La primera determinacion que se llevo a cabo fue la de proteinas totales, mediante el
método de Lowry y cols. (1951). Este es un método colorimétrico de valoracion, basado en dos
reacciones quimicas: la primera es la union de los iones de cobre a las proteinas de la muestra en
condiciones alcalinas, los cuales forma un complejo con los enlaces peptidicos; la segunda es la
reduccion del reactivo de Folin-Ciocalteu por el complejo cobre-enlace peptidico, que da lugar a
la formacion de un compuesto coloreado, absorbible a 750 nm. Posteriormente, a través de una
curva de calibrado realizada con albimina de suero (BSA) como patrén, y por interpolacién de
los valores de absorbancia, se obtiene la concentracién de proteinas de la muestra problema.

El procedimiento consiste en preparar una solucion madre de albimina bovina de concentracion
igual a 1mg/ml, a partir de la cual se elaboran cuatro soluciones estandares cuyas
concentraciones son: P1: 0.1 mg/ml, P2: 0.05 mg/ml, P3: 0.025 mg/ml y P4: 0.0125 mg/ml. A
continuacion, en tubos de ensayo se mezclan 5 ml de reactivo D (formado por SO,Cu, tartrato
Na/K, NaOH y Na,COs3) con: 1 ml de homogeneizado de higado de ratas (diluido con agua
bidestilada 1/500, para las enzimas antioxidantes), 1 ml de estandares en el caso de los patrones
0 1 ml de agua bidestilada en el caso del blanco, y se dejan reposar durante 15- 20 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se afiaden 0.5 ml de reactivo E (formado por la
mezcla de reactivo de Folin y agua) a los tubos, se agitan y se incuban durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se procede a la lectura de las absorbancias frente al

blanco en espectrofotometro a 750 nm.

La actividad de la enzima SOD fue determinada a través del método de Fridovich
(1985). Este método de deteccion espectrofotométrica se basa en la capacidad de la SOD para
inhibir la reduccion del citocromo C por el radical O, en un medio de reaccién que contiene
xantina y XO como generadores de dicho radical. Asi pues, el grado de inhibicion de esta
reaccion es indicador de la actividad SOD, y se manifiesta mediante una disminucion de la
absorbancia a 550 nm comparable frente al blanco de la muestra (exento de XO). Los resultados
se expresan como U/mg de proteina, siendo U, la unidad enzimatica o cantidad de SOD
requerida para producir una inhibicién del 50% de la reduccion del citocromo C. El

procedimiento llevado a cabo fue el siguiente: en una microcubeta se depositaron todos los
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reactivos necesarios para llevar a cabo la reaccion, excepto la XO: 490 ul de TPK, 200 pl de
xantina, 200 ul de citocromo C, 100 ul de NaCN, 100 ul de catalasa y 10 ul de muestra
(homogeneizado higado). A continuacion, se inicid la reaccion adicionando 10ul de XO, y se
observé el aumento de absorbancia a 550 nm durante 3 minutos, debido a la reduccion del
citocromo C. Para medir la reduccion neta del citocromo C (es decir, aquella debida a la accion
de los radicales O,” formados por el sistema xantina/XO en ausencia de SOD), se realiz6 una
medida de referencia que se proceso de la misma forma pero no contenia muestra. Las muestras
problema se midieron frente a su blanco de muestra, que se procesé de la misma forma pero la

reaccion no se inicié con la adicion de XO.

La actividad de la enzima GPx, se determind segun el método descrito por Lawrence y
Burk (1976), que mide la disminucién de la absorbancia (a 340 nm) que se produce como
consecuencia de la oxidacién del NADPH en presencia de un exceso de GR, segin la

siguiente reaccion acoplada:

2 GSH + H,0; GPx GSSG + 2 H,0
GSSG + NADPH + H*  ©F s 2GSH + NADP*

El NADPH es un cofactor, empleado por la enzima GR en su actividad para reponer el
GSH que consume la GPx. Asi pues, un indice alto de oxidacién de NADPH indica alta
actividad de GPx. Procedimiento: en una microcubeta de 1.5 ml de capacidad, se anaden 300 pl
de TPK, 100 ul de EDTA, 100 ul de NaN3, 100 pl de NADPH, 100 pl de GSH, 100 pl de GR y
100 ul de homogeneizado de higado de ratas (dilucion 1/40). Después de incubar las muestras
durante 5 minutos a temperatura ambiente, se inicia la reaccion con la adiccion de 100 pl de
H,0; y se determina la actividad GPx siguiendo espectrofotométricamente la disminucion de la
absorbancia a 340 nm durante 3 minutos. Las muestras problema se midieron frente al blanco,
que se tratd de la misma manera y que contenian agua bidestilada (200 ul) en lugar de H,O,,
para evitar el comienzo de la reaccion. La actividad se expresé como mU/mg de proteina, donde

1 mU es igual al nimero de nanomoles de NADPH oxidado/min.

Por su parte, y como ya hemos explicado, la GR es una enzima dependiente de NADPH,
que cataliza la reduccion de GSSG a GSH. Para su determinacion se siguid el método
espectrofotométrico  descrito  por  Worthington 'y  Rosemeyer (1974) ligeramente
modificado, donde se mide la disminucién de absorbancia a 340 nm debida a la
oxidacion del NADPH. Para la determinacién en homogeneizado de higado de ratas, se
afiadieron en una microcubeta: 590 pul de tampon fosfato, 100 ul de KC1, 100 ul de EDTA, 100
ul de GSSG y 100 ul de NADPH. Después de 2 minutos de incubacién a temperatura ambiente,

la reaccion se inici6 adicionando 10 pl de homogeneizado puro, y se aguardo la disminucion de
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absorbancia a 340 nm durante 3 minutos. Todas las muestras problema se midieron frente al
blanco, que se prepar6 de la misma manera aunque contenia TPK en lugar del homogeneizado.

Los resultados se expresan de la misma manera que la GPx.

La actividad de la CAT, se determind mediante el método de Beers y Sizer (1952),
basado en la utilizacién de H,O, como sustrato y la medida espectrofotométrica de su
desaparicion. Asi, una unidad de actividad (U/mg proteina) es igual a la cantidad de micromoles
de H,O, degrada/min. EIl procedimiento seguido fue: en una cubeta de cuarzo, se afiadieron 2
ml de TPK y 120 pl de muestra (homogeneizado de higado diluido en agua bidestilada 1/120).
Posteriormente, se inicid la reaccion afiadiendo 480 ul de H,O, y se midio6 la disminucion de
absorbancia, debida a la reduccién del peroxido de hidrégeno, a 240 nm durante 3 minutos. La

medida se realiz6 frente al aire.

Por ultimo, se determin6 el grado de oxidaciéon lipidica, cuantificando el
malondialdehido (MDA), un producto generado por la degradacion oxidativa de los lipidos. Su
determinacion se basa en la reaccion del MDA con el 4cido tiobarbitarico (TBA) y &cido
tricloroacético (TCA) para formar aductos cromdgenos estables y que se pueden cuantificar por
espectrofotometria de absorcién visible a 535 nm (Draper y Hadley, 1990).

El procedimiento llevado a cabo fue el siguiente: en el interior de tubos eppendorf con tapén de
seguridad, se mezcl6 una alicuota de 150 ul de homogeneizado de higado, con un volumen igual
de TCA vy se centrifug6 durante 10 minutos a 14000 r.p.m. y 4°C para precipitar las proteinas.
Del sobrenadante que result6, se tom6 una alicuota (150 pl) y se afiadi6 una parte igual de TBA
al 0.67%, incubando la mezcla en un bafio de agua hirviendo (100°C) durante 10 minutos.
Pasado este tiempo, se bajoé la temperatura introduciendo los tubos en hielo y se midié la
absorbancia de la muestra frente al blanco a 535nm. EI blanco se proceso igual que una muestra

pero contenia una alicuota de agua bidestilada en lugar de homogeneizado.

Transaminasas hepéaticas

Al final de la octava semana de experimentacion, y antes del sacrificio de los animales,
se extrajeron muestras de sangre de cada uno de los animales con el fin de realizar una medicion
de los niveles séricos de transaminasas hepéaticas: Alamina aminotransferasa (ALT) y Aspartato
aminotransferasa (AST). Para obtener el suero sanguineo, se centrifugaron las muestras
sanguineas a 3000 rpm durante 5 minutos. La determinacion se realiz6 con ayuda de un

analizador automético Technicon RA-1000, de Bayer Diagnostics.

Una vez extraidos los datos, se calcul6 el ratio entre ambas enzimas: AST/ALT, cuya

relacién puede proporcionar mas informacidn sobre origen del dafio tisular.
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Tratamiento estadistico

Los resultados han sido expresados como la media + SEM, donde n es el nimero de
muestras analizadas. Con el fin de comparar los diferentes variables estudiadas en las diferentes
grupos, los datos se analizaron mediante el analisis unidireccional de prueba de varianza (one-
way ANOVA) seguida por las pruebas de Tukey-Kramer Software estadistico GraphPad InStat
3. Los valores que se han considerado significativamente estadisticos son de p < 0.05.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados experimentales en higado

Parametros nutricionales

En la Tabla 2, se muestra el resultado de los pardmetros nutricionales medidos durante
este ensayo. Se ha observado que la ingesta sélida disminuye de forma significativa en los
grupos expuestos a alcohol (p<0.001). Con respecto al consumo de acido fdlico, podemos
apreciar, como el consumo de alcohol disminuye notablemente la ingesta de esta vitamina
(p<0.05), mientras que los grupos suplementados ingieren mas (p<0.001). Al mismo tiempo, se
observa que el peso de las ratas alcohdlicas tras finalizar la experimentacion, es menor que el de

sus respectivas controles (p<0.001).

Para corregir la posible influencia del tamafio del animal sobre el peso de los 6rganos se
calcul6 también el 10S o indice érgano somatico del higado. Los resultados reflejan un aumento
del 10S en higado del grupo A respecto al C (p<0.05), lo que sugiere cierta hepatomegalia, no
observada en el grupo AF, a pesar de que ambos grupos ingieren cantidades similares de
alcohol. Tras analizar las proteinas totales en higado, no se obtienen cambios significativos,
aunque si se aprecia una cierta tendencia a la disminucion en el grupo A con respecto al grupo
C.

C:n=6 A:n=6 CF: n=6 AF: n=6
Consumo de &cido félico
(ug/rata/dia) 405+1.38 228+25" 181.6 +3.3°% 103.2 £3.4™
Ingesta sélida
(g/rata/dia) 21.14+25 1356 +2.5 22.26 +3.2 1273+ 22"
Ingesta liquida etanol
(g/rata/dia) 3.53+0.3 3.89+0.3
Peso corporal (g) 426.6 +9.3 328.7+9.6 435.4+9.7 328.5+9.8"
10S higado 3.21+0.11 3.75+0.14 3.45+0.16 3.28+0.09
Proteinas totales en higado
(mg/ml) 35.36 £1.2 30.77 £ 1.74 25.33 £1.00 31.24 £ 1.89

Tabla 2. Parametros nutricionales.

Los resultados son expresados como la media + SEM de 6 animales en cada grupo. n= nimero de animales; C, grupo control; A, grupo alcohol; AF,
grupo alcohol félico; CF, grupo control félico; 10S, indice organosomatico. Significancia estadistica: A vs. C: *** p<0.001, *p<0.05; AF vs A:
#20<0.001; AF vs. CF "*p<0.001; C vs. CF: *p<0.001
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Estos datos estan dentro de los esperado, ya que estd demostrado que el alcoholismo
cronico lleva a un estado de malnutricién, ya sea porque reduce la ingestion habitual de
nutrientes esenciales o porque el alcohol impide la adecuada absorcidn, distribucion y
metabolismo de los distintos principios inmediatos, vitaminas y minerales (Moreno y Cortés,
2008). Cuando tiene lugar un consumo alcohdlico tan importante como en este caso (supone el
30% de las kcals totales de la dieta), esta sustancia actia reemplazando las kcal de otros
nutrientes de la dieta, lo que lleva al individuo a disminuir la ingesta total y al aporte de hidratos
de carbono, proteinas y grasas (malnutricién primaria). Es por ello que se dice que el alcohol
aporta kcal vacias.

Otro de los efectos nocivos del abuso de etanol, se manifiesta sobre el metabolismo
proteico y de diferentes vitaminas. Nuestros resultados muestran un déficit de vitamina o &cido
félico en los grupos alcohol, la cual se sabe que junto con el de vitamina A, es la deficiencia
vitaminica mas comun en los alcohdlicos crénicos (Halsted, 1995). Este hecho es consecuencia
de la malnutricién primaria, ademas de los dafios producidos por el alcohol sobre las proteinas
transportadoras de los folatos en el intestino, la disminucién de la captacion hepética de folatos
y la excrecion urinaria de éstos por alteraciones ocasionadas en la membrana de los tubulos

renales (Villanueva y cols, 2001).

A lo descrito anteriormente, se suma el escaso valor biolégico del alcohol; la energia
derivada de su metabolismo no es util para producir o mantener la masa corporal (se pierde
durante el propio metabolismo del alcohol en el SMOE) de modo, que supone una pérdida de
peso adicional a la ya producida por la disminucion de la ingesta. (Moreno y Cortés, 2008).

Junto al estado de malnutricién hallado en este estudio, encontramos un agrandamiento
del tamafio del higado en el grupo A. La hepatomegalia es un signo de hepatopatia alcohdlica,
muy comun en el diagndstico fisico de la enfermedad hepética alcohdlica. De hecho, la
hepatomegalia se detecta en el 75% de las hepatitis alcoh6licas y en muchos casos de fibrosis
hepatica (Carreras y Castellano, 2012). Por tanto, es una situacion clinica a tener en cuenta, y
que concuerda con la hipotesis de la alteracion tisular y funcional producida por el estrés
oxidativo originado tras el consumo crénico de alcohol. Al mismo tiempo apoya la eficacia

antioxidante del acido félico, ya que en los grupos suplementados no se observd hepatomegalia.

Actividad enzimética antioxidante

En la Figura 5, podemos observar de forma gréfica la actividad de las distintas enzimas
antioxidantes que actuan a nivel del higado. En ella vemos como la actividad de la SOD, es
similar en todos los grupos. Respecto a las enzimas CAT y GPx, muestran un comportamiento

semejante: existe una disminucion significativa en la actividad del grupo A, con respecto a los
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grupos C (p<0.01) y AF (p<0.05); ademas, el grupo CF muestra un notable incremento de su

actividad con respecto al grupo AF (p<0.01). Siguiendo la misma l6gica y pauta anterior, la

actividad de la GR se encuentra reducida en el grupo A con respecto al grupo C y AF (p<0.05);

sin embargo, el grupo CF esta aumentado en comparacion con el grupo C (p<0.01).
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Figura 5. Actividad de las enzimas antioxidantes en higado: superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation
reductasa (GR). Los resultados son expresados como la media + SEM de 6 animales en cada grupo. Grupos: C, grupo control; A, grupo alcohol; AF,
grupo alcohol félico; CF, grupo control folico. Significancia estadistica: A vs. C: *** p<0.001, *p<0.05; AF vs A: ?p<0.05; AF vs. CF ***p<0.001,
**p<0.01 ; C vs. CF: “p<0.01

Examinando la actividad de estas enzimas a través de los ratios CAT/SOD y

GPx/SOD, apreciamos en ambos casos, una disminucion significativa en el grupo A con

respecto al grupo C y AF (p < 0.05). VVéase Figura 6.
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Figura 6. Ratio de la actividad de las enzimas antioxidantes: CAT/SOD y GPx/SOD.Los resultados son expresados como la media + SEM de 6
animales en cada grupo. Grupos: C, grupo control; A, grupo alcohol; AF, grupo alcohol félico; CF, grupo control félico. Significancia estadistica: A vs.
C: *p<0.05; AF vs A:, ®p<0.05.
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Estos ratios, indican el acoplamiento entre la primera enzima antioxidante en actuar, la
SOD, que genera H,O, a partir del anion O,", y las enzimas antioxidantes CAT y GPx,
encargadas de transformar este H,O, en H,O. La disminucion de su valor en el grupo A, apunta
a una acumulacion del radical libre H,O, en el organismo, hecho que no se observa
aparentemente tras la suplementacion con folico. Por tanto, se aprecian efectos beneficiosos de
la suplementacion exdgena con &cido folico sobre la actividad y acoplamiento de las enzimas
antioxidantes enddgenas.

Como ya hemos dicho, el estrés oxidativo, aparece como fruto del desequilibrio entre la
produccion de radicales libres y su eliminacién o neutralizacion por parte del sistema
antioxidante enddégeno. En este estudio comprobamos cémo el consumo crénico de alcohol
disminuye la actividad de dos enzimas antioxidantes como son la CAT y la GPx, favoreciendo
el aumento de la concentracion de H,O, Tanto el H,O, como el O, pueden interaccionar con
iones de metales de transicion dando lugar, por una serie de reacciones (reaccion de Fenton) al
radical OH", aln mas reactivo, y capaz de reaccionar especificamente con el ADN, lipidos y

proteinas, y generando el consecuente dafio celular.

Por otro lado, se sabe que la concentracion de GSH disminuye tras el consumo de
alcohol crénico (Kimy cols., 2008). La explicacion remonta al hecho de que el estrés oxidativo
generado, inactiva la metionina adenosiltranferasa (MAT), que convierte la metionina en S-
adenolsilmetionina (SAM) (Mato y cols., 1997), molécula que regula la sintesis de GSH por la
regulacion positiva de cistatina  sintasa y la via metabdlica de la transulfuracion de la

homaocisteina (Halsted y cols., 2002).

Ademas y como ya hemos visto, el GSH consumido por la GPx durante el metabolismo
del H,O,, es repuesto posteriormente por la actividad de la GR, que en este estudio también se
ve disminuida. De este modo, el GSH pasaria a encontrarse casi exclusivamente en su forma
oxidada (GSSG), forma inactiva, dificultando la accion antioxidante de la GPx. Asi el déficit de
GSH contribuye especialmente a la alteracion de la funcién mitocondrial por incrementar su

sensibilidad a la toxicidad inducida por distintos oxidantes (Conde de la Rosa y cols., 2008).

La causa principal de la toxicidad de estas EROs, es que desencadena la activacion de
muchos tipos de células hepaticas implicadas en la inmunidad celular. Asi activa a las células
estrelladas hepaticas (HSC), células dendriticas (DC), y las células de Kupffer (KCs), capaces
de producir mediadores inmunes, citoquinas y quimiocinas entre los que se encuentran la IL-6,
y TNF-a. Ambos son citoquinas proinflamatorias que inducen la apoptosis celular y en
consecuencia producen lesion tisular y fibrosis (Zhanpeng y cols., 2016), favoreciendo la
evolucion de la hepatopatia alcohdlica. Esto mismo, podria explicar la hepatomegalia

encontrada.
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Asimismo, la razén en parte, por la cual la actividad de la GPx no se encuentra
disminuida en los grupos suplementados con félico, podria residir en el hecho de que esta
vitamina incrementa la actividad de la GR durante el consumo de alcohol, favoreciendo la
sintesis de GSH. Este efecto es debido por un lado, como ya se comento, a que el acido félico
participa en el ciclo de la metionina, que en Ultima instancia favorece la sintesis de GSH (Liu y
cols, 2011); y por otro lado a las propiedades antioxidantes que presenta esta vitamina, como
scavenger o captador de EROs, facilitando la accion de las enzimas antioxidantes (Joshi y cols.,
2001).

Por tanto, podemos afirmar que el metabolismo hepatocitario oxidativo del alcohol
provoca, probablemente, un aumento de la concentracion de H,O, asi como una disminucion de
la actividad de las enzimas antioxidantes fisiol6gicas, favoreciendo la aparicion de estrés
oxidativo. También parece ser, que el aporte de acido folico, mejora notablemente el balance
antioxidante hepético, ya que en tres de las cuatro enzimas antioxidantes estudiadas, la actividad

se ve aumentada gracias a la suplementacion de esta vitamina.

Oxidacion y dafo molecular

Con el fin de evaluar si esta disminucion en la actividad de las enzimas antioxidantes
esta relacionada con un aumento del estrés oxidativo, nos dispusimos a medir la oxidacion de
biomoléculas, en concreto del grado de oxidacidn lipidica en los hepatocitos. Lo observado fue
un incremento de la concentracion de MDA en el grupo A (Figura 7), lo que se traduce en un
aumento de la peroxidacién lipidica en el grupo A con respecto al grupo C (p<0.01) y AF
(p<0.05).
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Figura 7. Oxidacién lipidica en higado, relacionada con la concentracién de malondialdehido (MDA). Los resultados son expresados como la media +
SEM de 6 animales en cada grupo. Grupos: C, grupo control; A, grupo alcohol; AF, grupo alcohol félico; CF, grupo control félico. Significancia
estadistica: A vs. C: ***p<0.001; AF vs A:, %p<0.05.

22



La peroxidacion lipidica es uno de los dafios mas representativos de los efectos
citotoxicos producidos por el alcohol, asi como la respuesta mas temprana del higado al abuso

de esta sustancia (Ceni y cols., 2014).

Los &cidos grasos presentes en las membranas biol6dgicas presentan una estructura muy
vulnerable frente a la oxidacién (Herndndez y cols., 2014); eso sumado al hecho de que los
lipidos poliinsaturados son esenciales para el completo soporte del sistema de la célula, hace
que la alteracion que provoca el dafio oxidativo inducido por el alcohol sobre sus propiedades
estructurales, pueda tener terribles consecuencias para la funcién celular. Estas alteraciones
estructurales a las que nos referimos, van desde la destruccion de las membranas biol6gicas
hasta la inhibicién de las enzimas mitocondriales y B-oxidantes peroxisomales (Sugimoto y
Takei, 2017).

El resultado inmediato, es la acumulacion de acidos grasos en los hepatocitos. Segln
Ceni y cols. (2014), la causa de la acumulacién de triglicéridos y acidos grasos en el higado
durante el consumo de alcohol, esté relacionada con las vias de regulacién de sintesis lipidica,
oxidacion y exportacién de lipoproteinas de muy baja densidad, que dependen en parte del

estrés oxidativo sufrido en este tejido.

En primer lugar, el etanol reduce la tasa de B-oxidacion y estimula la absorcion de
acidos grasos en higado. Por otro lado, el metabolismo del etanol por la ADH provoca tanto el
aumento del consumo de NAD®, como la generacion de su equivalente reducido,
incrementandose también la relacion NADH/NAD® mitocondrial; asi, muchas de las enzimas
implicadas en la oxidacion de acidos grasos (que son piridina dependientes) se ven inhibidas por
el NADH, y por tanto, la capacidad hepética para oxidar acidos grasos se ve reducida. Incluso,
se ha descubierto que existen unos receptores, pertenecientes a la superfamilia de los receptores
nucleares de factores de transcripcion de esterdides/ retinoides, y conocidos como receptores
activados por proliferadores de peroxisoma (PPARa), que regulan la transcripcion de genes
implicados en la esterificacion y exportacion de &cidos grasos y su oxidacion en las
mitocondrias, peroxisomas y microsomas. ElI metabolismo del alcohol, interfiere con su
actividad transcripcional en hepatocitos, inhibiendo su accién y en consecuencia, produciendo
acumulacidn lipidica (Ceni y cols, 2014). Esto también nos lleva a pensar, que el aumento en el
tamafio del higado encontrado en nuestros animales, podria deberse incluso en parte, a la

esteatosis hepatica desarrollada.

Otro de los efectos que tiene la peroxidacion lipidica en nuestro organismo, aparte del

higado graso, y que se pone de manifiesto en nuestro estudio, es la generacion de MDA. Un
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producto cuya toxicidad se basa en la alta reactividad con las proteinas y con el ADN, donde
forma productos modificados de las bases nitrogenadas (Hernandez y cols, 2014). Asi puede
alterar proteinas esenciales, lo que conlleva a la pérdida de funcion de estas proteinas y la
homeostasis celular (Galicia y Gutiérrez, 2014).

Fisioldgicamente y a la larga, todo esto se traduce en la aparicion y evolucién de la
hepatopatia alcoholica, en cuyos comienzos aparece hepatomegalia y esteatosis (Ceni y cols.,
2014). De hecho, segin Rua (2013), ya que los altos niveles de MDA se correlacionan
Unicamente con el dafio hepatico inducido por alcohol, se podria utilizar la determinacion de los
niveles de MDA como un factor discriminador frente a otras enfermedades hepéticas no
alcoholicas. Ademas, Masalkar y Abhang en 2005, comprobaron que las concentraciones de
MDA en suero aumentaban de forma significativa, en funcién de la severidad de la enfermedad
hepaética alcohdlica.

Podemos declarar pues, que la disminucion de las defensas antioxidantes conduce a un
estado hepéatico de estrés oxidativo que se hace patente a través del aumento del nivel de
oxidacion lipidica hallada en los grupos alcohdlicos. Ademas también se ha observado de
nuevo, el efecto protector del &cido félico, puesto que en los grupos suplementados disminuyen
significativamente los indicadores de oxidacion molecular estudiados, junto con la actividad de

las enzimas antioxidantes, y la hepatomegalia.

Transaminasas: valoracién y significancia clinica

Para acabar con el trabajo de experimentacion, y con el fin de determinar si los cambios
acontecidos en el perfil antioxidante afectan al funcionamiento hepatico, medimos las

transaminasas hepéticas AST y ALT, para posteriormente valorar su ratio.

Estas enzimas, también llamadas aminotransferasas, son un grupo de enzimas cuya
funcion consiste en catalizar la transferencia reversible de los grupos amino de un aminoacido u
otro metabolito, a otro. Debido a que su funcidn es imprescindible para el metabolismo celular,
su concentracion es especialmente notable en aquellos 6rganos donde el metabolismo proteico
es mas activo, como en higado. La elevacion sérica de transaminasas, se correlaciona con el
vertido a sangre del contenido enzimético de los hepatocitos y por tanto de la destruccion de
hepatocitos y lesion tisular (Garcia y Zurita, 2010). En definitiva, el nivel sérico de
transaminasas y su relacion, es un marcador especifico en el diagnostico de hepatopatia

alcoholica.

La diferenciacién entre un caso de hepatopatia no alcohélica de un caso de enfermedad
hepética alcoholica es a menudo dificil, ya que la historia clinica puede ser falsa en muchas

ocasiones, y el examen fisico y pruebas de laboratorio, inespecificos. Asi pues, en ausencia de
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una causa definida de esteatosis o una historia de abuso de alcohol, la distincion entre la
esteatohepatitis no alcohdlica y la enfermedad hepética alcohdlica se complica. Segun Sorbi y
cols. (1999), elevaciones leves de los niveles de aminotransferasas con una proporcion de
AST/ALT baja, apoyan fuertemente el diagnéstico de esteatohepatitis no alcohélica. Esta podria
estar causada por trastornos metabolicos, procedimientos quirdrgicos, farmacos y factores
diversos, pero no relacionada con el abuso del alcohol. Por otro lado, un estudio ha demostrado
que una proporcion de AST/ALT elevada, sugiere enfermedad hepética alcohdlica avanzada
(Nyblom y cols., 2004; Correia y cols., 1981; Salaspuro, 1987).

Nuestros resultados muestran, efectivamente. un aumento significativo en la ratio
AST/ALT del grupo A con respecto al grupo C (p<0.05) (Figura 8). Ademas, la proporcién
entre AST/ALT del grupo A, esta de acuerdo con los estudios citados anteriormente, que
atribuyen un valor de AST/ALT >15 a los casos de hepatopatia por abuso de alcohol.
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Figura 8. Relacion de la actividad de las transaminasas hepaticas. Los resultados son expresados como la media + SEM de 6 animales en cada grupo.
Grupos: C, grupo control; A, grupo alcohol; AF, grupo alcohol félico; CF, grupo control félico. Significancia estadistica: A vs. C: *p<0.05; A vs. AF:
a

p<0.05.

Curiosamente, también se observa una disminucion del cociente AST/ALT, tras la
suplementacion con félico, demostrando una vez mas, que ejerce un efecto protector frente al

dafio oxidativo que sufren los hepatocitos.

4.2 Comparacion del balance oxidativo tras consumo de alcohol en diferentes tejidos

Una vez concluida la experimentacion en higado, quisimos establecer con las mismas
condiciones experimentales y protocolo de alcoholizacion, gracias a estudios previos realizados
por nuestro grupo de investigacion, el comportamiento de la defensa antioxidante en distintos

tejidos, asi como las posibles alteraciones funcionales encontradas. Observamos como

25



realmente, las enzimas antioxidantes forman un sistema complejo, que varia en funcion de cada
organo y sus propiedades, lo que estd a su vez relacionado con el metabolismo oxidativo del
alcohol, el cual es diferente en cada tejido. Esto demuestra una relacion directa entre el
metabolismo oxidativo del alcohol a través de la ADH, SMOE, CAT y ALDH y el dafio
oxidativo generado por esta droga, que parece ser el mecanismo principal de los efectos
perjudiciales que genera. A continuacion se muestra una descripcion detallada de los resultados
recogidos en cada 6rgano, acompafado de una figura ilustrativa.

El higado, como ya se ha descrito, es el érgano donde tiene lugar de forma principal (en
mas de un 90%) el metabolismo del alcohol (Cascales y cols., 1997). En este tejido, el etanol es
oxidado en dos pasos consecutivos hasta AcH y acetato (Hernandez y cols., 2014). Las enzimas
que llevan a cabo este proceso, ADH y SMOE mayoritariamente (ya que a estos niveles de
consumo, la ADH se satura y comienza a actuar el SMOE) y CAT, generan por distintos
mecanismos la alteracion del balance oxidativo (Carreras y Castellano, 2012). Por su parte, la
ADH genera un aumento de la demanda en el consumo de NAD", lo que altera el ciclo normal
de la cadena respiratoria mitocondrial con la consiguiente produccion de EROs; al mismo
tiempo origina AcH, una sustancia tdxica per se (Hernandez y cols., 2014). La actividad de la
SMOE, genera también EROs y una disminucién de la concentracion de GSH, que recordamos
era un antioxidante endégeno de bajo peso molecular (Lu y Cederbaum, 2008; Ojeda y cols.,
2016). La CAT, aunque en higado tiene un papel menos destacado, es igualmente productora de
AcH (Hernandez y cols., 2014).

Pero ademas del hecho de que el metabolismo del alcohol sea altamente pro-oxidante,
nuestros estudios demuestran que el consumo crénico de alcohol disminuye la actividad
enzimatica antioxidante de la CAT, la GPx y la GR. Esto provoca una situacion de
desequilibrio oxidativo aln mas acentuada, cuyas consecuencias observadas son:

hepatomegalia, aumento de la oxidacion lipidica y disfuncion hepética.

En cuanto a la suplementacion de acido folico, se ha visto que resulta altamente eficaz
en la proteccion del higado frente al dafio oxidativo causado por el alcohol, puesto que
restablece la actividad de tres de las cuatro enzimas antioxidantes estudiadas, disminuye
significativamente los indicadores de oxidacion lipidica y reduce el cociente AST/ALT,

evitando la hepatomegalia (Figura 9).
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Figura 9. Efecto del consumo crénico de alcohol y suplementacion con félico sobre el sistema de defensa antioxidante del organismo en higado. Las
flechas negras representan los efectos producidos por el alcohol, mientras que las flechas azules representan los cambios que produce la
suplementacién con félico sobre este mismo sistema. La C que figura al lado de las flechas azules significa valor control.

En rifion, el metabolismo del alcohol se produce en mucho menor grado que en el
higado (<<10% frente al 90%); asi, la concentracion de ADH, como la de SMOE y CAT en
condiciones basales, es casi insignificante (Das y Vasudeman, 2008). Sin embargo, los estudios
acerca de la influencia del consumo crdnico de alcohol en las enzimas que metabolizan el
alcohol por via oxidativa a nivel renal, muestran un importante incremento en la actividad de la
ADH, que llega hasta a duplicarse frente al consumo de alcohol de forma proporcional a los
niveles de éste en sangre, con el consiguiente aumento de la concentracion de AcH en éste
organo (Orellana y cols., 1998). Es éste hecho, el aumento de la concentracion de AcH y su
oxidacion, el que mas contribuye probablemente, al dafio oxidativo y a los efectos nefrotoxicos
producidos por el alcohol (Das, 2008). Otro hecho observado, es la disminucion en la actividad
de la enzima CAT, sin alterarse la GPx ni la SOD (Ojeda y cols., 2012), lo que podria deberse
segun Das y Vasudeman (2008), a la pérdida de NADPH (necesario para que actiue la NADPH
oxidasa en conjunto con la CAT), a la generacion de O,” a partir del H,O, al aumento de la
peroxidacion lipidica, 0 a la combinacion de todos.

Con respecto a los dafios derivados de todas estas alteraciones, se observa, un aumento
de la peroxidacion lipidica, asi como una lesion renal notoria tras el descenso en el aclaramiento
de creatinina: se sabe que la acumulacion de LDL en el glomérulo activa la apoptosis celular y
provoca el descenso de la tasa de filtracion glomerular (TFG). A su vez, esto conlleva la
aparicion de hipertension arterial (HTA), que es un factor de riesgo de dafio renal y cardiaco, ya

que las funciones de ambos 6rganos estan interrelacionadas (Ojeda y cols., 2012).
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En este caso, la suplementacion con acido félico, no sélo restablece la actividad de la
CAT a nivel control, sino que ademas aumenta la actividad de la GR, algo positivo porque
incrementa la concentracion de GSH, que en este Organo es baja. También se observa
disminucién de la peroxidacion lipidica, aunque no se consigue restaurar la TFG (Ojeda y cols.,
2012) (Figura 10).
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Figura 10. Efecto del consumo crénico de alcohol y suplementacion con félico sobre el sistema de defensa antioxidante del organismo en rifién. Las
flechas negras representan los efectos producidos por el alcohol, mientras que las flechas azules representan los cambios que produce la
suplementacion con félico sobre este mismo sistema. La C que figura al lado de las flechas azules significa valor control. Los datos empleados para
realizar esta ilustracion han sido extraidos del articulo de Ojeda y cols., 2012.
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En corazon, de nuevo a diferencia de en higado, se describe una baja presencia de ADH
(menor incluso que en el rifién), y se desconoce la existencia del SMOE (Fahimi y cols, 1979).
Por consiguiente, se espera que los productos de este metabolismo sean distintos a los descritos

anteriormente.

Se ha demostrado, que tras el consumo cronico de alcohol se produce un aumento del
tamafio y nimero de peroxisomas (Fahimi y cols., 1979; Pachenko y cols., 1987), lugar donde
se localiza la enzima CAT. Este hecho se ha relacionado, con el crecimiento del 6rgano en
cuestion (cardiomegalia) y con el incremento en la actividad de la CAT (Fahimi y cols., 1979;
Panchenko y cols., 1989), enzima que se encarga no s6lo de reducir el H,O, sino que también
participa, como se ha mencionado, en el metabolismo oxidativo del alcohol. Todo ello, sumado
al hecho de que no aumenta la concentracién de ADH (a pesar de que aumentan los niveles de
alcohol en sangre y siendo la concentracidn en este 6rgano escasa), demuestra el importante
papel que adquiere la CAT en el metabolismo del etanol a nivel cardiaco (Fahimi y cols., 1979;

Antonenkov y Pachenko, 1986; Pachenko y cols., 1987), que aunque también genera AcH,
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disminuye los niveles de H,O, y en tanto, protege frente al dafio oxidativo; lo cierto, es que se
ha hallado un menor indice de peroxidacién lipidica en el corazén de las ratas alcohdlicas que
siguen nuestro protocolo de alcoholizacion. No obstante, en estas ratas se observa un aumento
en la presion arterial, a la vez que una cardiomiopatia causada por la modificacion en la
expresion de proteinas, y una disfuncion cardiaca progresiva relacionada con la activacion del
sistema renina-angiotensina-aldosterona (Ojeda y cols., 2012). Por todas estas razones se

considera el consumo crdnico de alcohol un factor de riesgo cardiovascular.

Asimismo, los efectos del acido félico en éste dérgano se manifiestan en la actividad de
la CAT, que no esté aumentada tras el consumo de alcohol, y en los niveles de peroxidacion
lipidica, que se mantenienen a niveles controles. Ademas, en estos animales, no se observa
cardiomegalia ni incremento de la presion arterial (Ojeda y cols., 2012). La suplementacién con
este antioxidante, parece disminuir la necesidad del corazén de aumentar la actividad de la
enzima que cataliza el metabolismo del alcohol (CAT), probablemente porque por algin
mecanismo, para nosotros desconocido hasta ahora, y seguramente relacionado con la mejora en
la metabolizacién del alcohol por otros tejidos o su accién como scavenger, disminuya la

necesidad de metabolizar el etanol en este érgano.
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Figura 11. Efecto del consumo crénico de alcohol y suplementacion con félico sobre el sistema de defensa antioxidante del organismo en corazdn. Las
flechas negras representan los efectos producidos por el alcohol, mientras que las flechas azules representan los cambios que produce la
suplementacion con félico sobre este mismo sistema. La C que figura al lado de las flechas azules significa valor control. Los datos empleados para
realizar esta ilustracion han sido extraidos del articulo de Ojeda y cols., 2012.
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5. Conclusién

El consumo cronico de alcohol desempefia un importante papel en el desarrollo de
numerosas patologias, sobre todo a nivel hepético, principal érgano metabolizador del etanol.
En el presente estudio, se ha demostrado que el consumo cronico de esta droga, genera estrés
oxidativo en los hepatocitos, tanto por su propio metabolismo oxidativo, como por la
disminucién que produce en la actividad de los sistemas antioxidantes enddgenos. A su vez,
también se ha puesto de manifiesto como dicho estrés oxidativo afecta a la funcién celular
normal, puesto que se ha observado un aumento en la aparicién de marcadores de oxidacion
lipidica, disfuncion hepética, patente tras el andlisis de los niveles de aminotransferasas, asi

como hepatomegalia.

Por otra parte, analizando estudios similares publicados sobre el efecto del consumo
crénico de alcohol en la funcién cardiaca y renal, obtenemos la conclusion de que el mecanismo
de proteccion antioxidante contra este patron de consumo, presenta peculiaridades segun el tipo
de drgano, en parte debido a las particularidades de los tejidos al metabolizar el alcohol por via
oxidativa. Lo advertido en estos tejidos es principalmente una alteracién en la actividad de la
enzima CAT, ademas de en la relacion de la actividad GPx/GR en higado. En el caso del higado
y rifién, donde el alcohol se metaboliza principalmente por la ADH, la consecuencia es un
desbalance oxidativo, asi como un aumento de la peroxidacion lipidica, que por distintos
mecanismos causa importantes dafios en el funcionamiento de ambos. En el corazén, donde el
alcohol es metabolizado por la enzima CAT, no se aprecia oxidacion de lipidos, pero si dafio

cardiovascular.

Sobre la suplementacién con acido félico, vitamina altamente afectada por el consumo
de alcohol y con propiedades altamente antioxidantes, se ha descubierto que restaura los valores
de la actividad enziméatica normal en higado y rifién, generando un efecto antioxidante y
protector sobre estos 6rganos. En corazon, el &cido félico evita el aumento de la actividad de la
Unica enzima metabolizadora del alcohol, probablemente porque reduce, favorablemente, la
cantidad de alcohol que llega hasta este drgano; este hecho se afianza tras observar la
disminucién que tiene lugar en los valores de presion arterial de ratas alcohdlicas, y que

recordamos, era un factor predisponente de riesgo cardiovascular.

Por todo ello, opinamos que es una buena alternativa, hablando en términos econémicos
y de eficacia, para el tratamiento a personas con problemas de salud relacionadas con la
adiccion al alcohol, sobre todo a largo plazo. Aun asi, se estima necesario, la realizacion de
ensayos clinicos controlados en humanos que refuercen este trabajo y permita desarrollar un

tratamiento farmacoldgico efectivo.
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