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RESUMEN

El alcohol, es uno de los grandes problemas de la sociedad moderna, en
especial durante la adolescencia, ya que cada vez la edad con la que se comienza a
beber es mas temprana, ademas de los cambios en los habitos de consumo,
ingiriendo grandes cantidades de alcohol en muy poco tiempo y aumentando la
frecuencia a cada fin de semana. A este movimiento social se le denomina “binge
drinking” o “botellon” y supone una alerta global, debido a que esta sustancia
psicoactiva representa multitud de factores de riesgo para diversas patologias, como,
por ejemplo, patologia cardiovascular.

Este patrén de consumo, que a dia de hoy se observa entre los adolescentes
en mayor proporcion, provoca la aparicién de estrés oxidativo (EQ), que ocasiona una
saturacion en los sistemas enzimaticos antioxidantes y aumenta las especies reactivas
de oxigeno (EROs) en el organismo provocando dafio celular a nivel de los diferentes
tejidos y organos. Asi, se ha encontrado que el estrés oxidativo provocado como
consecuencia del consumo de alcohol tipo “binge drinking”, afecta directamente a la
funcionalidad del corazén ya que aumenta frecuencia cardiaca. Pero ademas, se ha
demostrado, por primera vez en este estudio, que este consumo de alcohol aumenta
los niveles de homocisteina en suero y con ello, el riesgo de enfermedad
cardiovascular.

La suplementacion con acido félico (vitamina B9) en la dieta de ratas
adolescentes sometidas a consumo agudo de alcohol, evita los efectos adversos
producidos por las EROs al ser una vitamina antioxidante. Por otra parte, el acido
félico interviene en el ciclo de la metionina, aumentando los niveles de glutation
reducido, un antioxidante enddégeno cofactor de la enzima glutation peroxidasa, y
disminuyendo la homocisteina. Por todo ello, la suplementacién con acido félico en la
dieta podria resultar una terapia eficiente frente al “binge drinking” previniendo
modificaciones adversas en el corazon y sistema cardiovascular.

PALABRAS CLAVES: Binge drinking, alcohol, acido félico, estrés oxidativo,
homocisteina, cardiovascular.
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1. Introduccién y antecedentes.
1.1. Binge drinking.
1.1.1. Generalidades.

El alcohol es una droga psicoactiva que en la actualidad esta al alcance de
todos los publicos, lo que implica un riesgo para la salud, originando problemas de
adiccion que derivan a su vez en alteraciones metabdlicas, funcionales y psicologicas.
El grado de afeccidn por esta sustancia depende a su vez de factores tales como el
sexo, la edad, el volumen ingerido, los habitos de consumo, el marco socio-cultural en
el que se ubique, la genética, etc. De acuerdo con la OMS (2018), el consumo
excesivo de alcohol supone el 5,3% de todas las defunciones a nivel global, unos 3
millones de defunciones cada afo, siendo ademas el factor causal que provoca mas
de 200 enfermedades y trastornos.

En la actualidad, son cada vez mas jovenes los que consumen alcohol en
grandes cantidades, lo que implica un gran problema, ya que la adolescencia es un
periodo de crecimiento y desarrollo, tanto fisico, mental y social, siendo un claro
predicto de una posible dependencia de alcohol en la edad adulta (Ministerio de
Sanidad, Consumo y Bienestar Social, 2019).

En Espana, la edad a la que se empieza a beber alcohol es a los 13 afnos. La
mayoria de estos jovenes buscan una integracion social por medio de un movimiento
que en las ultimas décadas resuena con fuerza entre los adolescentes, el “binge
drinking” o comunmente llamado “ el botellén”.

“Binge drinking” o “botellébn” es como se denomina al movimiento social que
consiste en beber alcohol intensivamente en periodos de tiempo cortos y frecuencia de
repeticién alta. En Espafa, desde un punto de vista preventivo y encuadrado en un
contexto de promocién de la salud publica, se ha sugerido la siguiente definicion para
el binge drinking (BD): consumo de 5 o mas vasos de bebidas alcohdlicas en un
intervalo aproximado de dos horas, en la que se mantiene un determinado nivel de
intoxicacion (presencia de alcohol en la sangre no inferior a 0,8 g/L) (Ministerio de
Sanidad, Consumo y Bienestar Social, 2019).

Segun las ultimas estadisticas del Ministerio de Sanidad, Servicio Sociales e
Igualdad registradas por la Delegacion de Gobierno para el Plan Nacional sobre
Drogas (DGPNSD) de 2018, el alcohol es la sustancia psicoactiva mas extendida entre
los estudiantes de Ensefianzas Secundaria de 14 a 18 afnos. El 76,9% ha consumido
bebidas alcohdlicas en alguna ocasién en su vida, y aproximadamente 2 de cada 3
jovenes (67%) ha tomado alcohol en los ultimos 30 dias, observando que el 21,8% de
los jévenes ha experimentado una borrachera en este periodo y el 31,7% ha realizado
BD. Con respecto las estadisticas del 2012, en los cuales el porcentaje de jovenes
consumidores de alcohol era de 81,2% en los ultimos 12 meses y de un 74% en los
ultimos 30 dias, se observa una tendencia decreciente en el consumo de esta
sustancia psicoactiva, aunque en la actualidad la prevalencia sigue muy elevada
(76.6% y 67%, respectivamente).
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1.1.2. Metabolismo del alcohol.

El alcohol ingerido es absorbido en la mucosa gastrica por las células
endoteliales y distribuido por el organismo. La mayor parte del alcohol (90%-80%) es
metabolizado por la via oxidativa del etanol y el resto puede ser metabolizado por vias
no oxidativas, aunque también es eliminado a través de la orina , sudor o respiracién
(Carreras y Castellano, 2012). El érgano donde mas cantidad de etanol es
metabolizado en el higado, aproximadamente un 90% (Cascales et al., 1997). En el
higado es metabolizado a través de dos enzimas que actuan conjuntamente,
realizando dos reacciones consecutivas: primero actua la Alcohol deshidrogenada
(ADH) transformando el etanol en acetaldehido y en segundo lugar actua la
acetaldehido deshidrogenasa (ALDH) dando como producto final un acetato
(Hernandez y cols., 2014).

En los hepatocito coexisten tres sistemas enzimaticos (figura 1) que oxidan el
etanol hasta acetaldehido: La via de la alcohol deshidrogenasa (ADH); el sistema
microsomal oxidativo (SMOE) y la via de la catalasa (Hernandez et al., 2014).

En condiciones normales, la ADH es la via de oxidacién del alcohol mayoritaria,
siendo entre el 80-90% el alcohol que se metaboliza. Se localiza en el citosol de los
hepatocitos, secundariamente en estdmago, intestino delgado, riiéon y cerebro
(Carreras y Castellano, 2012). La ADH transfiere un hidrégeno del sustrato al cofactor
NAD?*, produciendo NADH y acetaldehido.

El SMOE, dependiente del citocromo P-450, se encuentra en el reticulo
endoplasmatico del hepatocito e interviene en la oxidacion del alcohol cuando la via de
la ADH esta saturada. Se ha relacionado que esta via actua en mayor grado en
personas que tienen un consumo cronico, debido a que el alcohol induce la
sobreexpresién génica de una isoenzima de la CYP-450, la CYP-2E1, que es capaz de
oxidar usando NADPH y oxigeno molecular, aunque en el consumo agudo también se
produce.
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(citosol)
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Figura 1. Imagen representativa de las vias de metabolizacion del alcohol en higado, donde la via principal es la
ADH.

La sobreestimulacién de esta via provoca un exceso en especies reactivos de
oxigeno (EROs): aniéon superoxido (Oz); perdxido de hidrogeno (H:02); radical
hidroxilo (OH), responsables del estrés oxidativo (EO) que produce el alcohol.
Aproximadamente esta via tiene un 10% de actividad en la metabolizacién del alcohol
(Carreras y Castellano, 2012).

La via de la catalasa, que se encuentra en los peroxisomas del citosol del
hepatocito, oxida el etanol usando H.O.. En base a ello, su actividad se ve reducida a
una situacion de saturacién de las otras vias, donde se genere una concentracién de
H.O. mayor, por ello esta via en condiciones normales no es relevante en el higado,
tan solo participa en un 2% (Hernandez et al., 2014).

El acetaldehido, producido por estas vias, es metabolizado a acetato y se
incorpora al ciclo de Krebs como Acetil-CoA. La responsable de esta reaccion es la
acetaldehido deshidrogenasa (ALDH), de la que se conocen dos isoenzimas
diferenciadas por su localizacion y su actividad: ALDH-1, se localiza en el citosol y
actla a concentraciones altas de acetato; ALDH-2, se localiza en las mitocondrias y
actia en condiciones normales fisioloégicas (Carreras y Castellano, 2012). La ALDH
necesita como cofactor NAD", cuando existe una saturacion de las vias oxidativas se
producen alteraciones debidas al desbalance de la relacion NADH/NAD®, como son :
Aumento de la sintesis de lipidos produciendo esteatosis hepaticas, menor actividad
del ciclo de Krebs, aumento de acido lactico, aumento de acido urico y desbalance
energético.
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Existe una via no oxidativa, que tiene poca relevancia y es catalizada por la
acido graso etil ester sintetasa (FAEE). Esta via da como producto final compuestos
altamente téxicos para diferentes tipos de células y tejidos (Hernandez et al., 2014).

En corazén se encuentran las tres vias metabdlicas oxidativa, al igual que en
higado, aunque presentan distinta distribucion en este tejido (figura 2). Los niveles de
catalasa y SMOE estan aumentados siendo éstas las principales vias de
metabolizacion, a diferencia del higado donde la via principal es la ADH. La ADH en
corazon desempefa una actividad discreta respecto a las demas vias oxidativas,
incluso en concentraciones elevadas de alcohol (Orellana et al., 1998). A elevadas
concentraciones de este compuesto, los niveles de catalasa aumentan siendo esta la
principal via de metabolizacién en el corazén. A ello se suma que incrementa el
numero de peroxisomas en la célula, lo que implica un aumento en el tamano del
musculo del corazén, relacionado con la cardiomegalia encontrada.

Figura 2. Sistemas enzimaticos oxidativos metabolizadores del alcohol en corazén, donde la via principal, a

diferencia de en el higado, es la CAT.

Algunos autores determinan que el metabolismo del alcohol por medio del
SMOE es responsable, en parte, de la patogénesis de las cardiopatias alcohdlicas,
incluyendo disfunciéon contractil, generando EO e induciendo la apoptosis celular,
posiblemente a través de la activacion de las senales proapoptéticas JNK y ASK-1
(Zhang et al., 2013).

1.1.3. Balance oxidativo, binge drinking y enfermedad cardiovascular.

El balance oxidativo es un equilibrio entre los procedimientos que generan
oxidacion y los sistemas antioxidantes enddégenos. Cuando este equilibrio se altera a
favor de los primeros se produce EO y aparece una mayor produccion de especies
oxidantes, que no son neutralizados por medio de los sistemas antioxidantes
endbdgenos del organismo, ya que éstos se encuentran disminuidos y no son capaces
de tener una actividad efectiva frente a la acumulacion de especies oxidantes o bien
estan inhibidos. Todo ello produce radicales libres que son moléculas inestables (Valko
et al., 2004) altamente reactivas con multitud de biomoléculas (proteinas, lipidos, ADN)
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ocasionando dafo celular. Dentro de los radicales libres cabe destacar la importancia
de las EROs, como el, anion superoxido (Oy), el radical hidroxilo (OH) o algunos
derivados no radicales, como, por ejemplo, el perdoxido de hidrogeno (H:0;). En
condiciones normales, las EROs son generados en el organismo en pequefas
concentraciones teniendo funciones fisiolégicas, pero cuando existe un desequilibrio,
aumentando con ello las concentraciones de estas moléculas, provocan lesiones a
nivel celular y tisular.

Las enzimas antioxidantes endoégenas son el primer y principal sistema de
defensa del organismo frente al EO (figura 3). Su actividad se basa en la eliminacion
de los EROs, sobre todo el O;" y H,O., ya que a partir de ellos derivan las especies
mas inestables, y por ello mas reactivas y lesivas, como el radical OH", el oxigeno
singlete ('Oz) y el anién peroxinitrito (ONOQO"). Las enzimas que se incluye en este
sistema son: superoéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx)
y glutation reductasa (GR). Este sistema enzimatico funciona como una cadena
progresiva.

' NADPH Oxidasa R
L

\/ GR ””\,
~ Xantina oxidasa | K/N\L
Co2 GSSG

‘sop, .. GpPx/
m—) 0, mmpH,O, ~ mm— (SHOSO;
a \CAT/
Acetﬂcb@
NADH NAD* Oxidacién de Oxidacion
proteinas lipidica (MDA)

Daiio ADN

Figura 3. Mecanismo de accion de las enzimas antioxidantes endégenas.

Tras generarse el O, en la mitocondria actua la SOD, la cual produce H,O, y
libera oxigeno molecular (O2), consecutivamente el H2O- tiene dos vias: la principal es
su transformacion en H.O y O, a través de las enzimas CAT y GPx/GR, la segunda es
la transformacién en OH" provocando oxidacion de proteinas, lipidos y ADN.

Los antioxidantes no enzimaticos pueden ser exdégenos o enddgenos y
constituyen la segunda defensa del organismo. Entre los antioxidantes enddgenos se
encuentran, proteinas plasmaticas, glutation (GSH) siendo uno de los mas importantes
debido a que se encuentra en mayor concentracién actuando tanto en reacciones
enzimaticas, a través de la GPx, y no enzimaticas, también se ha mostrado que en el
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consumo agudo de alcohol tipo BD, los niveles de GSH disminuyen (Ojeda et al.,
2015). Dentro de los antioxidantes exdgenos encontramos flavonoides, metales
antioxidantes, como selenio, magnesio o zinc, vitaminas C, E, B-caroteno (precursor
de la vitamina A) y acido fdélico, entre otros.

Como ya se ha comentado anteriormente, el consumo agudo de alcohol tipo
BD genera una alta cantidad de EROs a través de la induccién del SMOE, la NADPH
oxidasa, xantina oxidasa y la cadena mitocondrial de transporte de electrones,
generando EO que en el corazén se ha relacionado con el desarrollo de cardiopatias
alcohdlicas e hipertension a través de diversos mecanismos (figura 4): cambios
electrofisioldogicos que producen arritmias; alteracién de la cadena de transporte
electrénico mitocondrial (Ren y Wold, 2008), que modifica la membrana mitocondrial
desestabilizandola y liberando citocromo ¢, induciendo la apoptosis; activacion del
sistema nervioso simpatico (SNS) produciendo una aumento de catecolaminas
(adrenalina y noradrenalina) que aumentan la vasoconstriccién, velocidad de
conduccion, frecuencia cardiaca, fuerza de contraccién y excitabilidad, provocando un
aumento del gasto cardiaco e hipertension (Rupp et al., 1996).

Ademas el EO también activa el sistema renina angiotensina aldosterona
(Piano et al., 2017), aumentando los niveles de angiotensina Il, la cual produce
vasocontriccion, remodelacidon cardiovascular, aumento de secrecion de aldosterona,
reteniendo sodio y liquido provocando un aumento de la hipertension.

' - Arritmias.
- Alteracion de la cadena
__ detransporte mitocondrial.
. Optosis miocitos.
- {kumento de: vasoconstriccion,
| velocidad de conduccion,

' Xantina oxidasa

NADPH oxidasa frecuencia cardiaca, fuerza
~de contraccion y excitabilidad.
SMOE - Aumento del gasto cardiaco.

\ - Hipertension. /
Cadena mitocondrial e
de transporte de

\ electrones

\ 4

_~ >~

]
@rﬂiucen provocando

Figura 4. Principales vias formadoras de especies reactivas de oxigeno en corazén,ademas de las

consecuencias provocadas en la cardiopatia alcohoélica.
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1.2. Acido Félico.
1.2.1. Generalidades.

El acido folico es una vitamina hidrosoluble del grupo B, también denominada
como vitamina B9 o folina. El acido folico es un compuesto sintético, estable y activo
tras su reduccion utilizado en suplementacion de dietas deficitarias de esta vitamina.
En los alimentos encontramos un grupo de moléculas con estructura y actividad similar
al acido félico, denominados folatos, que pueden presentarse naturales o como
compuestos reducidos derivados del tetrahidrofolato (THF), por ejemplo, 5-
metiltetrahidrofolato (5-MTHF), 5-formil-tetrahidrofolato y 5,10-metilen-tetrahidrofolato,
entre otros. Estructuralmente, el acido félico contiene un anillo de pteridina unido por
puente metileno a un residuo de acido p-aminobenzoico y este unido por enlace amida
a un residuo de acido glutamico (Varela y Alonso, 1999).

Esta vitamina no se puede sintetizar de novo en el organismo, por lo que la
unica forma de obtenerla es a través de los alimentos. La absorcion del acido félico en
el intestino es del 85% aproximadamente, mientras que la biodisponibilidad de otros
folatos se estima que es del 50% (Romano et al.,1995). Las fuentes alimenticias de
acido félico son: hortalizas de hojas verdes, como por ejemplo, las espinacas, las
coles, la lechuga, etc; algunas frutas, como meldn, citricos o platanos; en legumbres
tales como las judias y habas; en carne, sobre todo en higado y rifiones; los cereales
integrales; en la leche y huevos, y en algunos frutos secos.

La importancia de esta vitamina radica como derivado del tetrahidrofolato
(THF) actuando como transportador intermediario de unidades de carbono, las
cuales son necesarias en numerosas reacciones metabdlicas como la sintesis de
acidos nucleicos, produciendo purinas y pirimidinas, el metabolismo de los
aminodacidos: metionina, glicina e histidina (Fowler, 2001), ya que intervienen en el
ciclo de la metionina como transportador y en reacciones de oxidacion y reduccién de
diferentes vias de regulacion metabdlica, (Ros, 1999) incrementando la formacién del
GSH a través del ciclo de la metionina. EI GSH es un antioxidante enddégeno de vital
importancia en reducir los niveles de estrés oxidativos en las células del cuerpo,
disminuyendo la oxidacion a proteinas, lipidos y ADN. Por tanto el acido folico combate
el agotamiento de GSH que produce el alcohol (Zhao et al., 2014).

La actividad antioxidante del acido félico, se basa en la capacidad de actuar
como agente reductor al ceder protones (Abilés, 2007), quedando de esta forma
oxidado y neutralizando los radicales libres presentes. Estudios recientes confirman
que el acido félico actua disminuyendo la actividad de la NADPH oxidasa, una enzima
que genera O y produce un aumento en los niveles de EROs. Ademas, el acido félico
interacciona con la 6xido nitrico sintasa, disminuyendo los niveles de peroxinitritos pro-
oxidantes (Sarna et al., 2012) los cuales reaccionan con las hemoproteinas que
inactivan los complejos mitocondriales | y Ill de la cadena respiratoria, produciendo
una acumulacion de niveles de Oz, H2O. y peroxinitritos lo que conlleva oxidacion de
proteinas y liberacion de citocromo C al citoplasma, originando apoptosis celular
(Corrales y Nova. 2012).

12
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Ademas, el acido félico desempena un papel antioxidante fundamental ya que
alivia el agotamiento del GSH hepatico, necesario para la activacién de la enzima
antioxidante GPx, a través del ciclo de la metionina.

1.2.2. Acido félico y enfermedad cardiovascular.

El &acido fdlico previene la enfermedad cardiovascular por mecanismos
diferentes relacionados con sus propiedades antioxidantes, antiapoptéticas y
antiinflamatorias. A nivel vascular, el acido fdlico, a través de su forma reducida 5-
MTHF, aporta un grupo de carbono a la homocisteina formando la metionina (Figura 5:
ciclo de la metionina). De esta forma, cuando existe un déficit de acido folico se
produce una acumulacion de homocisteina en plasma, o hiperhomocisteinemia, lo cual
esta relacionado con la enfermedad cardiovascular y constituye un riesgo para la
salud.

BINGE DIETARY FOLIC ACID
DRINKING P i
> sAM
ONA  pigTary Lo PE
| tad-DMA
I‘ mufn.cm — , MethylatedD
< 4TMP . |
"-&" It,:" At higning
SUMP \ methionine Metobolism SAH
A A
[ ms | [samn] /

2. 10-MTHF Folote

Metabolism

- homocysteine <— ;

- ®, R o

> 5-MTHF ’l CBS [ 4 wende SAM

p it T cystathionine” ‘____‘-———;_;i\BIHGE
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o DIETARY cysioing ————>
e T rolcAGo =
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Figura 5. Esquema del papel del acido félico en el ciclo de la metionina, como se afecta por accion del “binge
drinking” y eleva niveles de homocisteina en plasma. Esta imagen esta tomada del articulo “The Benefits of
Administering Folic Acid in Order to Combat the Oxidative Damage Caused by Binge Drinking in Adolescent
Rats” (Ojeda y cols., 2016).

La homocisteina sufre una autooxidacion por las EROs, que produce una
lesién en las células endoteliales, causando aterosclerosis y la trombosis (Stein y
McBride, 1998). La lesion vascular ademas disminuye la produccion de 6xido nitrico
(NO) al inactivar a la oxido nitrico sintetasa, lo que produce una menor vasodilatacion
arterial en individuos con hiperhomocisteinemia (Moens A. et al, 2008).
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La homocisteina ademas produce EROs ya que incrementa la actividad de la
NADPH oxidasa (Djuric et al., 2018). El dafio citotoxico originado por las EROs esta
relacionado a su vez con la oxidacion de las LDL (lipoproteinas de alta densidad),
disminucion de la sintesis del ADN, disminucién de factores de coagulacion, aumento
de agregacién plaquetaria y de citoquinas proinflamatorias. Todos estos mecanismos
estan relacionados con la aterosclerosis asi como otras complicaciones como el infarto
de miocardio, ictus o aneurisma aortico (Djuric et al., 2018; Welch y Loscalzo, 1998).

A nivel cardiaco, independientemente de los niveles de homocisteina, el acido
félico tiene efectos cardioprotectores (Mutavdzin et al., 2019) ya que produce un
aumento de la vasodilatacién coronaria y una disminucion de la presion arterial media
en pacientes con enfermedad coronaria. Ademas, se ha visto, utilizando corazones
perfundidos, que el acido félico incrementa el flujo sanguineo cardiaco y disminuye la
produccion del anién superdxido (Djuric et al., 2007). Por otra parte, utilizando ratas
diabéticas, (Wu et al., 2008) encontraron que el acido félico produce una disminucion
dosis-respuesta en la apoptosis de los cardiomiocitos al incrementar Blc-2, una
proteina antiapoptdtica y reducir Bax y Fas (ambas proteinas proapoptoticas).

Asi, por tanto, el acido folico tiene un importante papel en la enfermedad
cardiovascular y el corazon porque disminuye el estrés oxidativo, previene la apoptosis
y mejora la funciéon endotelial reduciendo los niveles de homocisteina en plasma
(Mutavdzin et al., 2019).

2. Binge drinking y acido félico.

El consumo excesivo y continuo de alcohol altera la homeostasis de los folatos
como consecuencia de la malnutricion que lleva asociada este tipo de consumo asi
como la disminucion en los niveles de folatos ingeridos (Lieber, 2003). Pero ademas, el
alcohol dafia las proteinas transportadoras de los folatos en diferentes membranas
biolégicas, como la del intestino, e higado y aumenta su excrecion urinaria al alterar la
membrana de los tubulos renales (Villanueva et al.,2001).

Sin embargo, hasta la fecha hay pocas evidencias de como el BD afecta a los
niveles de esta vitamina y mucho menos a nivel cardiovascular. En un estudio
realizado por Ojeda et al.,, (2016) utilizando ratas adolescentes expuestas a un
consumo de alcohol tipo BD se encontré que este patrén de consumo de alcohol no
produjo disminucion en la ingesta solida ni de acido folico con respecto al grupo control
(Ojeda et al., 2016). Ademas, puesto que no se producia malabsorcién ya que el
alcohol era administrado intraperitonealmente y no pasaba a nivel intestinal, los niveles
de félico encontrados en suero, también eran similares a los del grupo control. Sin
embargo, esta claramente demostrado, que el consumo agudo de alcohol incrementa
la excrecion urinaria de folatos, tanto in vivo como in vitro (Eisenga et al., 1989) por lo
que los niveles de acido félico probablemente estan disminuidos en otros tejidos. Hay
que tener en cuenta que el modelo de BD repetido genera una gran cantidad de EROs
lo que hace que se activen las enzimas antioxidantes, tales como la GPx, que necesita
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el GSH. El acido félico es necesario para la sintesis de GSH a través del ciclo de la
metionina. Esta vitamina es bastante importante a nivel hepatico ya que, al ser el
principal tejido que metaboliza el alcohol sufre un alto grado de oxidacién, por lo que
probablemente se esta consumiendo una gran cantidad de GSH y por consiguiente, de
acido fdélico. Esto mismo sucede con otros antioxidantes como el selenio que se
encuentra deplecionado en los tejidos, entre ellos el corazon, de animales expuestos
al BD (Ojeda et al., 2015; Ojeda et al., 2017).

De acuerdo a estos resultados, Ojeda et al., (2016) observaron que cuando se
suplementa con &cido félico tras el BD se producia un aumento significativo en la
ingesta de esta vitamina asi como en los niveles encontrados en plasma. Estos
autores, por tanto, propusieron que la suplementacion con félico es una terapia
eficiente frente al dafio que produce el consumo de alcohol tipo BD ya que disminuye
la oxidacién de las biomoléculas, estabilizando la cadena de ADN y aumenta los
niveles de GSH hepatico. Sin embargo, no existen hasta la fecha estudios que
relacionen el acido félico con el BD y el dafio cardiovascular, a pesar de que es bien
conocido que este consumo de alcohol genera hipertensién arterial por mecanismos
oxidativos.

3. Objetivos.

Por ello, teniendo en cuenta que el acido folico tiene un papel importante en la
prevencion de la enfermedad cardiovascular, ya que entre otros mecanismos, presenta
propiedades antioxidantes, y que este nutriente probablemente es deficiente en
muchos tejidos, el objetivo de este trabajo es analizar el balance oxidativo que produce
el consumo de alcohol tipo BD, tanto en suero como a nivel cardiaco, y valorar si una
suplementacion con acido félico podria ser una terapia eficiente frente al dafo
cardiovascular desarrollado por esta droga.

4. Materiales y métodos.
4.1. Animales de experimentacion y condiciones.
4.1.1. Animales y condiciones de experimentacion.

Para el disefio de este experimento se usaron ratas de la raza Winstar con 21
dias de edad que procedian del Centro de Produccion e investigacion Animal de la
Universidad de Sevilla. Las ratas fueron dispuestas en jaulas de plastico en el
estabulario de la Facultad de Farmacia, en unas condiciones de temperatura (22°C) y
de luz (ciclo de luz: 7:00 a.m.-19:00 p.m.) controladas.

Las ratas se distribuyeron aleatoriamente en grupos a su 28 dias de edad,
separandolas en cuatro grupos de experimentacién: grupo control (C), grupo alcohol
(A), grupo control félico (CF) y grupo alcohol félico (AF).

15



TFG. Oscar Ortiz Rendén.

A cada grupo se les planted unas condiciones experimentales individuales:

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

* Grupo A: ratas alimentadas con pienso comercial y agua ad libium, y tres dias a
la semana una inyeccion intraperitoneal de etanol (3g/kg de peso de rata).

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

* Grupo AF: ratas alimentadas con pienso comercial suplementado con acido
félico (8 ppm) y agua ad libitum, y tres dias a la semana una inyeccién
intraperitoneal de etanol (3g/kg de peso de la rata).

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 del sacrificio para la obtencién de las muestras. Las ratas permanecieron en
ayunas durante 12 horas antes del sacrificio.

DISENO EXPERIMENTAL
1% semana 2% semana 3% semana
| T T T T T T T e T I I
.t rr o0
Dia Dia
28 48
Dias de Sacrificio y
inyeccion obtencion
intraperitoneal %‘f\ de muestras
; T
CyCF ,_..* ), AyAF
Comida y bebida ad libitum R | ' Comida y bebida ad libitum
Inyeccién de SSF Inyeccion etanol
CF y AF
Comida y bebida ad libitum

%plementacién ac. Folico

Figura 6. Esquema del disefio experimental. Grupos de ratas: C=control; A=alcohol; CF=control félico;
AF=grupo alcohol félico. SSF= solucién salina fisiolégica.
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4.2. Dieta animales.

La alimentacion dotada a los animales de experimentacion fue de pienso
comercial basica semisintética (Harlan Laboratorios) que cubria todas las necesidades
energéticas y nutricionales. La alimentaciéon de los grupos suplementados (CF y AF)
contenia, ademas, 8 ppm de acido félico en la comida.

4.3. Método de alcoholizacion.

Método de alcoholizacion que se realizo para los grupos alcohol (A y AF) tenia
como base el modelo de alcoholizacion “binge drinking” basado en la administracion
por via intraperitoneal, tres dias consecutivos por semana, durante tres semanas,
etanol (3g/kg de peso) en solucién salina al 20%v/v (Callaci et al., 2010). A los
animales del grupo control se le administré la misma cantidad de solucién salina
mediante inyeccion intraperitoneal durante el mismo periodo de tiempo.

4.4. Determinacién de parametros nutricionales.
4.4.1. Estudio nutricional y de la ingesta de acido félico.

Durante el periodo experimental de tres semanas se midi6 diariamente la
ingesta liquida y sdlida por diferencia de peso. En el caso del agua se midio, con
anterioridad, el peso del biberén y se rellené de agua y cada dia se midio la diferencia
de peso del contenido en agua con respecto al dia anterior. En el caso de la comida se
midié la cantidad de pienso que tenia y se comparaba con el dia anterior. Se utilizé
una balanza analitica (COBOS D-2000-SX, de 0.1g de precision).

La ingesta de acido fdlico (ug/dia) se calculd a partir de los datos de la ingesta
sélida. Las calorias diarias se calcularon a partir de los datos obtenidos de la ingesta
sélida multiplicado por 3.96 Kcal del pienso ingerido.

4.5. Estudio macroscopicos.

Para controlar el desarrollo de los animales durante el proceso del tratamiento
hasta el dia de sacrificio, las ratas se pesaron diariamente utilizando la balanza
analitica (COBOS D-2000-SX, de 0.1g de precision).

Al término del periodo de experimentacion, los animales antes del sacrificio se
pesaron y se anestesiaron con una inyeccion intraperitoneal, 0.5mI/100 g de peso, de
uretano (SIGMA) al 28% p/v. Una vez anestesiadas, se determiné la circunferencia
abdominal y toracica (Novelli et al., 2007)y se midio la longitud craneo-caudal usando
un pie de rey métrico de precisién 0.01mm.
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4.6. Toma y procesamiento de las muestras de ratas.
4.6.1. Obtencidn y tratamiento de las muestras de suero.

Después de anestesiar a los animales de experimentacion y realizar el estudio
macroscoépico, se extrajo la sangre mediante puncion cardiaca a través del toérax, ésta
se depositd en un tubo de ensayo y se dejo reposar durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Acto seguido se centrifugé a 3000 r.p.m. durante 10 minutos. Con una
micropipeta se recogi6 el suero sobrenadante, se alicuotd en eppendorf y se almacené
en el congelador de -80°C hasta el momento posterior para la determinacion de
parametros.

4.6.2. Obtencion y tratamientos del corazén.

Luego de la toma de suero y hacer una laparotomia media, se comenzé extrajo
el corazon, se sumergié en nitrogeno liquido y se almacené en el congelador de -80°C
hasta su posterior analisis.

4.7. Actividad antioxidante y oxidacién de biomoléculas en corazén.
4.7.1. Homogenizacion del tejido.

Para la determinacion de la actividad de las enzimas antioxidantes y la
concentracion total de proteinas, una parte del corazén congelado se pesé, troced y
suspendioé en tampon de sacarosa en una proporcion 1:4 p/v (Sacarosa (ROIG FARMA
250 mM); TRIS (SIGMA-ALDRICH) 15mM; DTT (SIGMA) 1mM; EDTA (SIGMA) 1Mm),
usando para ello un homogenizador de tejidos con pistillo de teflon Pobel 245432,
Espafa). El pH del tampdn se ajustd hasta 7 con una solucion de HCI (PANREAC).

El homogenizado resultante se centrifugé a 3000 r.p.m. a 4°C durante 20
minutos y se recogid el sobrenadante, alicuotandolo en eppendorf que posteriormente
se congelaron a -80°C hasta el momento del andlisis.

4.7.2. Concentracion total de proteinas.

Se determinaron las proteinas totales en suero y corazoén, para poder expresar
la actividad de enzimas antioxidantes como actividades especificas (U/mg de
proteina).

Fundamento: La determinacion de proteinas se llevd a cabo segun 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 presentes en las proteinas
de la muestra. La intensidad del color depende de la calidad de estos aminoacidos
aromaticos.
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Los reactivos que se empleados en el método son:

- Reactivo A: Na,CO; 2% p/v en NaOH 0.1M

- Reactivo B: CuS0O4-5H,0 1% (p/v)

- Reactivo C: Tartatro de sodio potasio 2.7p/v

- Reactivo D: 1.7ml de reactivo B y 1.7ml de reactivo C en 170 ml de reactivo A

- Reactivo E: Reactivo de Folin-Ciocalteau diluido en agua bidestilada en
proporcion 1:1 v/v

- Muestras diluidas con agua bidestilada:
*Suero 1/1000
*Homogenizado de tejido de corazén 1/750
Los reactivos D y E deben ser preparados en el mismo momento que se usen.

Procedimiento: La técnica consiste en desarrollar una curva patron a partir de
la cual, midiendo sus absorbancias se determina las concentraciones estandares de
proteina en el medio, con lo que se puede calcular las concentraciones de proteinas
de las muestras por medio de la medicién de absorbancia de cada muestra.

Para la curva patron se prepara una solucidon madre de albumina bovina de
concentracion igual a 1 mg/mL, a partir de la cual se preparan cuatro soluciones
estdndares cuyas concentraciones son: P1: 0.1mg/mL; P2: 0.05mg/mL; P3
0.025mg/mL; P4: 0.0125 mg/mL.

Posteriormente se mezclan los tubos de ensayo con 5 mL de reactivo D con 1
mL de muestra diluida (corazén 1/750 mL en agua bidestilada y suero 1/1000 en agua
bidestilada), y se deja reposar de 15 a 20 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido ese tiempo se adiciona 0.5 ml del reactivo E, se agita y se deja incubar
durante unos 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion, se empezo a medir las absorbancias de la curva patrén y las muestras, por
duplicado a 750 nm en un espectrofotémetro.

Calculo: para conocer la concentracion total de proteinas de las muestras se
extrapola sus absorbancias a la recta de la curva patrén de concentraciones
conocidas.

4.7.3. Actividad de la glutation peroxidasa.

Fundamento: la enzima glutation peroxidasa (GPx) cataliza la reduccion de los
peroxidos organicos y del perdxido de hidrégeno en una reaccion en que interviene la
glutation. La actividad de esta enzima se determind segun el método descrito por
(Lawrence y Burk, 1976) ligeramente modificado. En este método, el glutation oxidado
(GSSG) formado por la accion de la enzima GPx se acopla a la reaccion que cataliza

19



TFG. Oscar Ortiz Rendén.

la glutatién reductasa (GR) midiendo la disminucién de absorbancia a 340 nm como
consecuencia de la oxidacion del NADPH.

GPx
2GSH + H.0, — GSSG + 2H,0

GR
GSSG + NADPH H* — 2GSH + NADP+

Los reactivos empleados en este método son:

- Tampon fosfatopotasico (TPK)..........eevvvivvvivviinnnn. 250mM, pH=7,4 a 4°C
- EDTA (SIGMA) en tampon TPK........cccccceeeiieenee 10mM

SAZIDA s 10 mM

- NADPH en bicarbonato al 0,75%p/v.........cccc......... 2 mM

-GRen tampon TPK..........evvvviieiieiiireieeeeeeeeeeeeeeeee 10U

= GSH. e 10 mM

= H2O2u e 2,5mM

- Muestras diluidas: Suero 1/200 con agua bidestilada
- Tejido homogenizado del corazén 1/40 con agua bidestilada

Procedimiento: En una microcubeta de 1,5mL de volumen, se afiaden 300 uL
de TPK, 100 uL de EDTA, 100 uL de AZIDA, 100 puL de NADPH, 100 uL de GSH, 100
ML de GR y 100 yL de muestra diluida. Se deja incubar durante cinco minutos. La
microcubeta del blanco contiene 200 uL de H.O mientras que la microcubeta de la
muestra contiene 100 uL de muestray 100 pL de H.O, que seran anadidos justo antes
de comenzar la medida de absorbancia. A continuacion se coloca un blanco y la
muestra en el espectrofotometro. Adicionamos los 100 uL de H,O; a la vez que le
damos a autocero y comenzar la medida. La medida se realiza durante 3 minutos a
340 nm . Se observa como esta absorbancia disminuye con el tiempo.

Calculos: La actividad de la enzima GPx se calcula a través de la féormula:

mU/mg proteina = [ (AAbs(min) *Vf*10%) /(¢*d*Vm *C)]*D

mU/mg proteina: nmol de GPx por mg de proteina de la muestra; Vf: Volumen final en mL en la microcubeta; € :
coeficiente de absorcién para el NADPH, cuyo valor es 6,22 mM-1cm-1; AAbs(min): incremento de absorbancia por
minuto, valor absoluto; d: paso de la luz de la cubeta, 1 cm; Vm: Volumen de la muestra en mL en la cubeta; C:
concentracion de proteinas totales de la muestra en mg proteinas/mL; D: factor de dilucion de la muestra.
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4.7.4. Actividad de la Glutation reductasa.

Fundamento: Dicha técnica se basa en el método espectrofotométrico descrito
por (Worthing y Rosemeyer, 1974) ligeramente modificado, por el cual se mide la
disminucion de absorbancia a 340nm producida por la oxidacién del NADPH.

La glutatiéon reductasa (GR), dependiente de NADPH, cataliza la reduccion del
glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH).

Los reactivos empleados en este método son:

- Tampon fosfato potasico (TPK) (pH= 7.4 a 4°C) ........ 0,066 M

- Solucién de cloruro potasico (ACOFARMA) ............... 2M

- Solucion EDTA (en TPK) (SIGMA) .......cooveeeiieeene 10 mM

- Solucion de NaHCO;3 (SIGMA) ......ovieiiiiiieeiieeeeenn 0,1% plv
- Solucioén glutation oxidado (GSSG) (SIGMA) ............. 10 mM

- Solucion NADPH (en NaHCOs3) (SIGMA) ................... 1 mM

Procedimiento: En una microcubeta de 1,5 mL se afaden: 590 uL de tampon
TPK, 100 pyL de cloruro potasico, 100 yL de EDTA, 100 uL de GSSG, 100 uL de
NADPH y se deja incubar durante 2 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se
inicio cuando se adicionaron 10 pL del homogenizado sin diluir al comienzo de la
medicion en el espectrofotometro. Todas las muestras se midieron frente a un blanco,
el cual contenia tampdén TPK en vez de muestra, a 340 nm durante 3 minutos.

Calculo: La actividad de la enzima GR se obtiene a través de la siguiente
férmula:

mU/mg = [ (AAbs(min) - Vf-10% /(e-d-Vm - C) ]

mU/mg proteina: nmol de GR por mg de proteina de la muestra; Vf: Volumen final en mL en la microcubeta; € :
coeficiente de absorcion para el NADPH, cuyo valor es 6,22 mM-1cm-1; AAbs(min): incremento de absorbancia por
minuto, valor absoluto; d: paso de la luz de la cubeta, 1 cm; Vm: Volumen de la muestra en mL en la cubeta; C:
concentracion de proteinas totales de la muestra en mg proteinas/mL.

4.7.5. Actividad de la Superoxido Dismutasa.

Fundamento: La superdxido dismutasa (SOD) es la enzima que cataliza la
formacion de peroxido de hidrégeno (H:02) y oxigeno (O2) a partil del radical
superoxido.

SOD
20,+2H" — H;0,+ 0,
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La actividad de la SOD se mide a través del método descrito por (Fridovich,
1985) ligeramente modificado, en el que se utiliza el sistema xantina/xantina oxidasa
para generar radicales superoxido (O2).

En este ensayo se usa el citocromo C, que es reducido por el radical
superoxido, al mismo tiempo esta reaccion es inhibida por la superdxido dismutasa,
que compite por los radicales superdxido generados por el sistema xantina/xantina
oxidasa. Por ello, el grado de inhibicion en la reaccion de reduccién del citocromo C es
un indicador de la actividad de la SOD.

SOD
Xantina/xantina oxidasa — O; + H* — H;0.+ O,

!

Citocromo C
Citocromo c reducido

Para que la reaccion siempre estuviera desplazada hacia la derecha se afadio
catalasa, para que esta enzima formara agua al tomar el perdoxido de hidrégeno
formado por la SOD.

Los reactivos empleados en este método son:

- Tampon fosfato potasico (TPK) (pH = 7,8 a 4°C) ¢/ DTPA........... 0,066 M
- Solucion xantina (SIGMA)..........ooiii e 0,5mM
- Solucién xantina oxidasa (SIGMA)...........c.oeiieiiiieiiieeceee e 25U
- Solucion citocromo € (SIGMA).........uiiiiiiiii e 100 uM
- Solucién de cianuro sodico (NaCN) (PANREAC).........cccvvveennnn... 0,5 mM
- Solucion de catalasa (SIGMA)..........ouvveiiiiiii e 10U

Procedimiento: En una microcubeta de 1,5mL se afiade 490 uL de TPK, 200
uL de citocromo C, 200 pL de xantina 100 uL de NaCN, 100 uL de catalasa, 10 uL de
muestra homogenizada de corazén. Para que la reaccion de comienzo se ha de afiadir
100 uL de la xantina oxidasa para que se generen las especies de superéxido, por lo
que es lo ultimo en afadirse antes de medir a 550 nm en el espectrofotémetro, con lo
que se observo un aumento de la absorbancia debido a la reduccién del citocromo C.

Para medir la reduccion del citocromo ¢ en ausencia de SOD, se realizé una
medida de referencia, la cual se preparé al igual que lo anteriormente descrito pero sin
muestra, lo que produjo la reduccion completa del citocromo C debida a los radicales
superoxidos producidos por el sistema xantina/xantina oxidasa.

Se definié la unidad U de SOD como la cantidad de enzima que produce la
inhibicion de un 50% de la reduccién del citocromo C. Cada muestra problema se
midié frente a su blanco, que se prepar6 de la misma forma pero sin que la reaccion
llegara a producirse, al no afiadir al blanco la xantina oxidasa.
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Calculos: Los resultados se expresan en U/mg de proteina y se calcula segun
las siguientes expresiones:

% inhibiciéon =100 - [(AAbsmuestralminutolAAbsreferencialmin) - 100]
U/ mg proteina = % inhibiciéon / (50 - C)

AAbs: incremento de absorbancia; C: cantidad de proteina presente en la muestra en mg

4.7.6. Actividad de la catalasa.

Fundamento: La catalasa (CAT), es una enzima que cataliza la reduccion del
peroxido de hidrogeno (H-0O;) a agua.

CAT
2H;0, — H.O0+ 0,

Para la determinacion de la actividad de la catalasa se llevé a cabo el método
descrito por (Beers y Sizer 1952), por el que se midi6 espectrofotométricamente la
disminucion de perédxido de hidrégeno (H2O;) en el medio a 240nm.

Los reactivos empleados en este método son:
- Tampon fosfato potasico (TPK) (pH= 7,4 2 4°C).......cccccceeeenne 0,066M
- Solucién peroxido de oxigeno (H202).......coeviivieieiiiieieiiiiieeens 1/100 v/v
- Dilucion de muestra homogenizada de corazén en agua bidestilada 1/120

Procedimiento: Se anadieron los siguientes elementos en una cubeta de
cuarzo macro, 2 mL de Tampén fosfato potasico y 120 pL de la muestra homogenizada
de corazon diluida. Antes de medir en el espectrofotometro, se afiadié 480 pL de
peréxido de hidrégeno para que empezara la reacciéon, midiendo asi como va
desapareciendo el hidréxido de hidrégeno a 240 nm durante 3 minutos.

Calculos: Para determinar la actividad de la catalasa en la muestra
homogenizada de corazon, se calculd usando la siguiente féormula:

mU/ mg proteina total = [ ( AAbs(min) - Vf)/(e-d-Vm-C)]-D

mU/mg proteina: nmol de catalasa por mg de proteina de la muestra; Vf: Volumen final en mL en la microcubeta; € :
coeficiente de absorcion para el H,O,, cuyo valor es 0,0394 mM™"cm™1; AAbs(min): incremento de absorbancia por
minuto, valor absoluto; d: paso de la luz de la cubeta, 1 cm; Vm: Volumen de la muestra en mL en la cubeta; C:
concentracion de proteinas totales de la muestra en mg proteinas/mL; D: factor de dilucion de la muestra
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4.7.7. Peroxidacion lipidica.

Fundamento: Para la determinacion de la peroxidacion lipidica se llevo a cabo
el método descrito por (Beers y Sizer, 1952), la cual provoca la reaccion entre el
malondialdehido (MDA) y el acido tiobarbiturico (TBA). Como producto final de la
degradacién de los lipidos se obtiene el MDA, que puede reaccionar con TBA a unas
temperaturas altas y pH bajo. Por cada molécula de MDA hay una adiciéon nuclecfilica
con dos moléculas de TBA, esto genera un pigmento rojo que se puede medir
espectrofotométricamente a 535 nm.

Los reactivos empleados en este método son:
- Solucién acido tricloroacético (TCA)........coovvveeeeicinneen. 20% pl/v
- Solucién acido tiobarbitarico (TBA).......cccveeeveeeiiieee 0,67% pliv

Procedimiento: En primer lugar, se toman 150 pL de la muestra
homogenizada de corazén y se mezclan en tubo de eppendorf con una cantidad igual
de acido tricloroacético. Se centrifuga durante 10 minutos a 14000 rpm con una
temperatura de 4°C para precipitar las proteinas. Se toma del sobrenadante resultante
150 uL mezclandose, en un nuevo tubo eppendorf, con 150 uL de acido tiobarbiturico y
se deja incubaren al bafio Maria durante 10 minutos a 100°C.

Una vez terminada la incubacién, se trasladaron los tubos eppendorf a un
recipiente con hielo para bajar la temperatura de los mismos. Posteriormente se midio
en el espectrofotometro frente a un blanco que se procesd de la misma forma a
excepcion de que contenia la agua bidestilada en lugar de la muestra.

Calculos: Para la determinaciéon de la concentracion de MDA se usoé la
siguiente formula.

Abs=¢-C-d

Abs: Absorbancia de la muestra; €: coeficiente de extincion molar para el MDA a 535 nm = 153-10-3 mL-mol'-cm™1; C:
concentracion de MDA en la muestra mol/ml; d: paso de la luz de la cubeta, 1cm.

4.8. Determinacion de homocisteina en suero.

Los niveles de homocisteina se determinaron en suero de ratas mediante un
analizador automatico discreto multicanal (BAYER RA 1000).

4.9. Determinacidn de la presion y frecuencia cardiaca.

El dia anterior al sacrificio se midi6 la frecuencia cardiaca de las ratas
adolescentes sometidas a BD mediante el método indirecto de oclusion de la cola
(Gomez-Amores et al., 2007). Las mediciones se realizaron usando un Medidor de
presion 645 NIPREM (CIBERTEC, Barcelona,Espana). Las sefiales recogidas se
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trataron con un soporte informatico a través de un sistema de adquisicion de datos
acoplado al medidor de presién. Cada medicion en cada animal se realizé 3-4 veces
sucesivamente con el fin de calcular la media aritmética, que fue el valor utilizado.

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Parametros nutricionales.

En la tabla 1, se reflejan los datos obtenidos en los parametros nutricionales y
morfolégicos medidos durante el experimento. En ellos se puede observar que no
hubo cambios significativos en la ingesta de comida sélida ni en el incremento de peso
corporal entre los grupos estudiados tras el consumo de alcohol tipo BD. El modelo de
suplementacion con acido fdlico elegido fue eficaz, mostrando los grupos
suplementados una mayor concentracion sérica de esta vitamina respecto a los grupos
no suplementados.

Grupos de ratas C: n=6 A: n=6 CF: n=6 AF: n=6
Incremento de
peso corporal 5.38£0.19 5.03£0.27 547 £0.20 5.07 £ 0.23
(g/dia)
Ingesta sdlida 131+079 | 12.0+067 | 13.4+073 | 12.8+0.56

(g/dialrata)

| i
”ges(tglg;)o 01 3044223 | 303+1.97 | 131.3+033 | 122.7+528

fff

Acido félico en 95,45 + 2,41 102,7+2,12 | 109,4+4,35 | 120,1+4,52
suero (ug/L)

IOS corazén 0.43+0.02 0.45+0.03 0.43+0.04 0.44 + 0.01
Proteinas totales
en corazon 38,8 + 3,1 39,7+29 36,0 + 2,67 38,3+ 3,1
(mg/mL)

Tabla 1. parametros nutricionales. Los resultados son expresados como la media + SEM de 6 animales en cada
grupo n= numero de animales ; C: grupo control; A: grupo alcohol; CF: grupo control félico; AF: grupo alcohol félico;
10S: indice organosomatico. Significacion estadistica: AF vs A: fp<0,001.

Los datos obtenidos en este caso demuestran que este modelo de consumo de
alcohol, en las ratas adolescentes, no afecta la cantidad de alimento ingerido ya que
debido a la via de administracion, mediante inyeccion intraperitoneal, el alcohol no
pasa a través del sistema digestivo y por tanto, no altera la mucosa intestinal ni
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produce malnutricion, lo que puede ocurrir en modelos experimentales de
administracion oral (Ojeda et al., 2016).

Con respecto a los parametros morfologicos del corazén, se determiné el I0S
(indice 6érgano-somatico), con el que se pretende corregir las posibles fluctuaciones de
los resultados debido al tamafo de las ratas con respecto al del corazén, asi como la
cantidad de proteinas totales presentes en este 6rgano. Los resultados del 10S
cardiaco no mostraron diferencia significativa entre ellos. Estos datos estan en
consonancia con los niveles de proteinas cardiacas, los cuales tampoco mostraron
cambios significativos tras el consumo de alcohol. En ambos casos, la suplementacion
no afectd a estos parametros. Por tanto, en este estudio, el consumo agudo de alcohol
no provoca cardiomegalia.

5.2. Actividad enzimatica antioxidante en corazon.

En la Figura 7 esta representada graficamente la actividad de las enzimas
antioxidantes que actuan a nivel del corazén de las ratas adolescentes expuestas al
consumo de alcohol tipo binge drinking y suplementadas, o no, con acido félico. Las
enzimas antioxidantes SOD, CAT y GR se encuentran significativamente aumentadas
en el grupo A con respecto al grupo C (p<0.01). Sin embargo la actividad de la GPx
cardiaca esta disminuida en el grupo A con respecto al control (p<0.05). Curiosamente,
este aumento en la actividad de enzimas antioxidantes a excepcién de la GPXx,
también se ha encontrado en otros érganos (higado y rifidn) de ratas adolescentes
expuestas a este mismo modelo experimental (Nogales et al., 2014; Sobrino et al.,
2019). De lo que se concluye que la inyeccion intraperitoneal de alcohol de forma
aguda activa significativamente a las enzimas antioxidantes de diversos tejidos, a
excepcion de la GPx, mostrando que el alcohol administrado en forma de binge
drinking es un potente agente pro-oxidante general, pues en higado y rifidn se ha
comprobado que incrementa el dafio oxidativo causando mayor oxidacién en el ADN,
los lipidos y las proteinas (Nogales et al., 2014; Sobrino et al., 2019, Ojeda et al.,
2016). Respecto a corazon, en el siguiente apartado (5.4) analizaremos si la
estimulacion de las enzimas antioxidantes es suficiente para evitar el estrés oxidativo o
no.

La disminucion de la GPx producida por el BD en el corazén probablemente se
debe a una deplecion del acido félico en este tejido, ya que como se ha mencionado
en la introduccién, esta vitamina es necesario para sintetizar el GSH, principal cofactor
para la actuacién de la GPx, mediante el ciclo de la metionina (Zhao et al., 2014). Esto
mismo se ha observado con otros antioxidantes como el selenio, el cual esta
disminuido en distintos tejidos, entre ellos el corazén, de animales expuestos al BD
(Ojeda et al., 2015; Ojeda et al., 2017).
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Figura 7. Actividad de las enzimas antioxidantes en corazén: superoxido 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; CF, grupo control félico; AF, grupo alcohol folico.
Significancia estadistica: A vs. C: **p<0,01, *** p<0.001; A vs AF:'p<0.05; A vs AF "<0.01; A vs AF p<0.001.

La suplementacién al grupo A con el antioxidante acido félico es especialmente
beneficiosa, pues aumenta los niveles de actividad de GPx y restablece los niveles de
CAT, SOD y GR, igualandose practicamente a los niveles del grupo C. Asi, la
suplementacion utilizada parece que es eficaz y que puede evitar la oxidacion de las
principales biomoléculas cardiacas, aspecto que analizaremos en el apartado 5.4.

Esta accion beneficiosa del acido folico sobre el balance oxidativo se debe en
parte a la deplecién que produce esta vitamina sobre el anién superoxido en los
cardiomiocitos, ya que disminuye la actividad de la enzima NADPH oxidasa; y en
especial a la mayor actividad de la GPx puesto que la suplementacion de acido félico
utilizada aumenta los niveles del GSH reducido en el corazén, haciendo posible una
mayor actuacion de esta enzima frente a las EROs generadas por el BD.

Posteriormente, para confirmar la accién beneficiosa de las enzimas
antioxidantes en la lucha contra los efectos pro-oxidantes del alcohol, se valord
también el acoplamiento enzimatico entre la SOD (la primera enzima en actuar que
elimina el anion O7 y lo transforma en H:0.) y las enzimas CAT y GPx, encargadas
ambas de reducir los niveles de H.O, procedente de la SOD. La figura 8 muestra que
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las ratios CAT/SOD y GPx/SOD estan disminuidas, aunque soélo lo esta
significativamente la GPx/SOD en el grupo A respecto al grupo C. El declive
encontrado en la ratio GPx/SOD en el grupo A, indica un mal acoplamiento de estas
enzimas, provocandose muy probablemente un aumento de la especie H,O. en el
corazon, que generara oxidacion de biomoléculas en los cardiomiocitos (apartado 5.4).

CAT/SOD GPx/SOD

L
in

a1}
15
4 1

G A o AF C A cf AF

Figura 8. Ratio de la actividad de las enzimas antioxidantes en corazon: 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, CF,
grupo control folico, AF, grupo alcohol félico. Significancia estadistica: A vs C “'p<0.001; A vs AF 'p<0,05, fp<0.001.

Por otro lado hay que tener en cuenta que la ratio CAT/SOD en el grupo A no
esta disminuida significativamente porque los niveles de CAT tras la exposicion al
binge drinking estan especialmente elevados en corazon, ya que, como se comentd
anteriormente, la CAT ademas de ser una enzima antioxidante, es una de las enzimas
encargadas de metabolizar el alcohol, junto con la ADH y SMOE, y que esta enzima
cobra mayor protagonismo en el corazén (Orellana et al., 1998). Por ello, los niveles
altos de actividad de CAT se deben mas a una sobreexpresion de esta enzima por la
presencia de cantidades de alcohol elevadas en el organismo, que a una actuacion
frente al EO que genera esta droga.

La suplementacion con félico a las ratas expuestas a alcohol, por sus acciones
antioxidantes, anteriormente comentadas, evita esta situacion, estando acopladas
eficazmente la actividad de la SOD con la de GPx y CAT. Por tanto el acido félico
produce efectos beneficiosos sobre la actividad y acoplamiento de las enzimas
antioxidantes.

5.3. Actividad enzimatica antioxidante de GPx y GR en suero.

La figura 9 muestra la actividad de las enzimas antioxidantes GPx y GR en
suero de los cuatro grupos experimentales usados. Se han estudiado estas dos
enzimas porque es bien conocida la relacién intima entre ellas, ya que la GR recicla al
glutation oxidado (GSSG) por la GPx a GSH, el cual es necesario para el correcto
funcionamiento de la GPx a la hora de transformar el H,O., en H.O y O, (Das y

28



TFG. Oscar Ortiz Rendén.

Vasudevan, 2005). Pero ademas, porque se ha observado que la suplementacion
utilizada incrementa los niveles de félico en suero y, como ya se ha comentado en la
anteriormente, esta vitamina es necesaria para la sintesis del GSH. Asi, los niveles de
GPx estan significativamente disminuidos y los de GR aumentados en el grupo A
respecto al C, y la suplementacion con félico restaurd esta situacion. Estos datos son
similares a los observados en el corazén.
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Figura 9. Actividad de las enzimas antioxidantes en suero: 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; CF, grupo control félico; AF, grupo alcohol félico. Significancia estadistica: A vs. C: *p<0,05, **p<0.01; A
vs AF fp<0.01.

Para analizar el correcto funcionamiento de este par enzimatico, se determiné
la ratio GPx/GR, observandose una disminucién en el grupo alcohol con respecto al
resto de los grupos (figura 10). Esta disminucién se debe, probablemente, a un
agotamiento del GSH reducido en el organismo a pesar de que la enzima GR muestra
un aumento en su actividad. En ratas adolescentes sometidas al mismo modelo
experimental de alcoholizacién utilizado en este trabajo, los niveles de GSH hepaticos
descienden ya que la ingesta de grandes cantidades de alcohol interactua con la SAM
(S-adenosil-metionina) inhibiéndola (Ojeda et al., 2016). Como consecuencia de esa
inhibicion, SAM no puede generar GSH de novo a partir de homocisteina, por lo que
se produce dos efectos nocivos para el organismo: disminucién de GSH, factor
defensivo antioxidante, y en segundo lugar, un aumento de los niveles de
homocisteina que aumenta el riesgo cardiovacular (Ojeda et al., 2016). El higado es el
érgano principal en la sintesis de GSH a través del ciclo de la metionina y juega un
papel principal en la homeostasis de este antioxidante a nivel corporal (Lu SC 2013),
por lo que la disminucion de GSH hepatica producida por el BD puede trasladarse al
suero, explicando asi la disminucion observada en la GPx sérica en el grupo A. En el
apartado 5.4 observaremos si este desacoplamiento puede estar relacionado con
oxidacioén sérica lipidica.
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Figura 10. Ratio de la actividad de las enzimas antioxidantes en suero: Gpx/GR. Los resultados son expresados
como la media £+ SEM de 6 animales en cada grupo. Grupos: C, grupo control, A, grupo alcohol, CF, grupo control
folico, AF, grupo alcohol félico. Significancia estadistica: Avs C “'p<0.001; A vs AF fp<0.001.

La suplementacion utilizada restaura la ratio GPx/GR practicamente a niveles
control, de lo que se deduce que la suplementacion en la dieta con félico produce
efectos beneficiosos sobre la actividad y el acoplamiento de estas enzimas
antioxidantes a nivel sérico, al aumentar los niveles de GSH hepatico (Ojeda et al.,
2016) y como consecuencia, probablemente los séricos.

5.4. Oxidacién y daino molecular.

La oxidacion lipidica es uno de los efectos nocivos mas destacados en la
ingesta de cantidades grandes de alcohol. Para determinar el grado de afeccién,
analizamos los niveles de MDA presentes, observandose un incremento significativo
en los grupos expuestos al BD, tanto en corazén como en suero, respecto al C y AF
(Figura 11). Todo ello sugiere que en los grupos expuestos a alcohol el EO es mayor y
el balance antioxidante enzimatico no es funcional.

La oxidacion tiene lugar preferentemente en los lipidos, y particularmente en
los acidos grasos polinsaturados, ya que estos son ricos en dobles enlaces que son
los mas susceptibles al ataque de las EROs. Estos dobles enlaces se abren y oxidan
durante estas reacciones e interaccionan con nuevas sustancias formando parte de
una reaccion en cadena ciclica (Wu y Cederbaum, 2003). Esta oxidacion produce
MDA, biomolécula que induce dafio proteico al reaccionar con las proteinas, con
pérdida de su actividad, y ademas dana a nivel del nucleo porque interacciona con el
ADN, modificando las bases nitrogenadas. En este contexto, (Ojeda et al., 2016)
encontraron que este modelo de alcohol tipo BD producia oxidacion también a nivel
del ADN, alterando la estabilidad de esta biomolécula.
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Figura 11. Oxidacion lipidica en corazén y suero, relacionada con el malondialdehido (MDA). Los resultados son
expresados como la media + SEM de 6 animales en cada grupo. Grupos: C, grupo control; A, grupo alcohol; CF, grupo
control folico; AF, grupo alcohol félico. Significancia estadistica: A vs. C: ***p<0.001; A vs AF fp<0.001.

Analizando la figura 11 podemos contrastar que en los grupos AF de corazén y
suero, disminuye la peroxidacion lipidica frente a los grupos A, lo que nos lleva a
sugerir que la suplementacion con acido folico utilizada restaura lo sistemas
enzimaticos antioxidantes y establece un equilibrio entre el EO producido por la
ingesta de alcohol y la detoxificacién de las EROs generadas, declarando el beneficio
de esta vitamina como agente defensivo antioxidante. El efecto protector del acido
félico frente a la oxidacion lipidica también ha sido descrito en algunos trabajos previos
tanto in vitro como in vivo (Higashi-Okai et al.,2006; Cano et al., 2001). En estos
estudios se sugiere que esta vitamina actua como “scavenger” de las EROs.

5.5. Evaluacion de daino cardiovascular.

Finalmente, con el objetivo de analizar si el consumo agudo de alcohol y el
estrés oxidativo generado por éste a nivel cardiovascular en las ratas adolescentes,
tiene transcendencia funcional, se analizaron los niveles de homocisteina en suero asi
como la frecuencia cardiaca.

Con respecto a los niveles séricos de homocisteina, la cual ha sido altamente
relacionada con la enfermedad cardiovascular, se observé un incremento significativo
en el grupo A frente al grupo C y al grupo suplementado (Figura 12). EI EO provocado
por el consumo de alcohol probablemente disminuye los niveles de félico a nivel
hepatico, al consumirlo para generar GSH, lo que conlleva a un aumento de los niveles
de homocisteina en plasma. La homocisteina, bien por autooxidacién propia o bien por
accion directa, causa aterosclerosis y trombosis, disminuye los niveles de NO y reduce
la vasodilatacion endotelial, lo que conlleva a la aparicion de espasmos arteriales
(Stein y McBride, 1998; Moens A. et al, 2008). Por todo lo anteriormente expuesto, se
demuestra por primera vez que el consumo de alcohol tipo BD, en ratas adolescentes,
aumenta los niveles de homocisteina en suero y por tanto, aumenta el riesgo de
enfermedad cardiovascular.
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Figura 12. Representacion de los niveles plasmaticos de homocisteina. Los resultados son expresados como la
media + SEM de 6 animales en cada grupo. Grupos: C, grupo control; A, grupo alcohol; CF, grupo control félico; AF,
grupo alcohol félico. Significancia estadistica: A vs. C: **p<0.01; A vs AF p<0.01.

(Piano et al., 2017) detalla los efectos adversos del consumo excesivo de
alcohol en el riesgo y el desarrollo de la enfermedad cardiovascular en humanos.
Estos autores sugieren que el consumo de alcohol tipo BD se asocia con un mayor
riesgo de presion arterial, hipertensién, infarto de miocardio y accidente
cerebrovascular en adultos de mediana edad y mayores. Ademas, ellos concluyen que
el consumo excesivo de alcohol también puede tener efectos cardiovasculares
adversos en adultos jévenes (de 18 a 30 afios). Los mecanismos por los que se
producen estas alteraciones contindan sin esclarecer, aunque la evidencia disponible
sugiere que el consumo excesivo de alcohol puede inducir EO y lesiones vasculares
ademas de ser proaterogénico. Sin embargo, hasta la fecha, no existia bibliografia que
determine los niveles de homocisteina tras el binge drinking.

Como se puede apreciar en la figura 10, los niveles de homocisteina en el
grupo AF disminuyen, alcanzandose valores préximos al grupo control. De nuevo, la
suplementacion con acido folico es una terapia efectiva frente al dafo cardiovascular.
Es bien conocido que el acido félico disminuye los niveles de homocisteina a través
del ciclo de la metionina. Uno de los mecanismos propuestos es mediante la
regeneracion de GSH a través de la transufuracion de la homocisteina (Davis and
Uthus, 2003). Resultados similares se han observado en ratas expuestas al alcohol
pero de manera cronica (Barrero et al., 2012).

De la misma manera, se ha estudiado la frecuencia cardiaca de las ratas
adolescentes sometidas a BD con el fin de determinar si existia dafio en el corazén
(Figura 13). Se puede observar que la frecuencia cardiaca en el grupo A presenta un
aumento muy significativo con respecto al grupo C. Sin embargo, la suplementacién
con acido félico utilizada restaura este parametro hasta valores controles, por lo que
se puede sugerir que la suplementacion utilizada contribuye a mejorar la funcionalidad
cardiaca afectada tras el BD.
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Figura 13. Frecuencia cardiaca. Los resultados son expresados como la media + SEM de 6 animales en cada grupo.
Grupos: C, grupo control; A, grupo alcohol; CF, grupo control félico; AF, grupo alcohol félico. Significancia estadistica: A
vs. C: *p<0.05; A vs AF "p<0.01.

Estudios diversos han mostrado que existe una asociacion entre el consumo de
alcohol y el aumento de la frecuencia cardiaca, incluso tras el BD y que estos
bebedores presentan un mayor riesgo cardiovascular (Ryu et al., 2014; Sengul et al.,
2011; Rossinen et al., 1999). Se ha demostrado que el alcohol, consumido de forma
aguda, provoca debilidad en la contraccién del corazon (Danziger et al., 2014;
Guarnieri y Lakatta, 1990) y disminuye el volumen sistdlico, provocando
irregularidades en la frecuencia cardiaca que podria producir arritmias como
mecanismo compensatorio. Las auriculas se ven forzadas a bruscos espasmos
descoordinados con los ventriculos, lo que se conoce como fibrilacién auricular,
pudiendo llegar (en casos mas graves) a producir una muerte subita cardiaca. Una de
las causas principales pueden ser las alteraciones en la repolarizacion miocardica y en
la prolongacion de la duracion del potencial de accion, provocado por disminucion de
los niveles de potasio que son de gran importancia (Zhang et al., 2017).

La suplementacion con acido fdlico disminuye la frecuencia cardiaca
mejorando el funcionamiento del corazén. Como se ha podido determinar, la
suplementacién utilizada restablece la actividad de los sistemas enzimaticos
antioxidantes alterados frente al EO sufrido por el BD, y disminuye la oxidacion lipidica
en el corazon, por lo que evita las alteraciones cardiacas producidas por este consumo
de alcohol en las ratas adolescentes. Ademas, disminuye los niveles de homocisteina,
mejora la actividad del par enzimatico GPx/GR y aumenta los niveles de félico en
suero. Todo ello repercute en una mejor proteccion frente al EO y por tanto, una menor
oxidacion de los lipidos y demas biomoléculas, demostrando que la suplementacion
con acido fdlico es una terapia eficiente frente al dafo y la enfermedad cardiovascular.
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6. Conclusiones.

El consumo de alcohol tipo binge drinking no afecta a la cantidad de alimento ni
el acido félico ingeridos por las ratas adolescentes asi como a sus parametros
morfoldégicos, ya que debido a la via de administracién, mediante inyeccién
intraperitoneal, el alcohol no pasa a través del sistema digestivo y por tanto, no altera
la mucosa intestinal ni produce malnutricion. La suplementacion con acido félico
utilizada incrementé significativamente la ingesta de esta vitamina y aumentd su
concentracion en el suero de las ratas suplementadas.

Los efectos del consumo de alcohol tipo binge drinking destacan por alterar la
actividad de las enzimas antioxidantes cardiacas, pero sobre todo por disminuir la
actividad de la GPx, ya que probablemente produce una disminucién de acido félico en
el corazén y por consiguiente, de GSH, el principal cofactor de esta enzima. Sin
embargo, la suplementacion en la dieta con folico restaura la actividad de esta enzima
al aumentar el GSH en corazon.

En el suero de las ratas expuestas al binge drinking, la actividad de la enzima
GPx disminuye, probablemente debido a un agotamiento del GSH, como sucede en el
corazoén, a pesar de que la enzima GR presenta una alta actividad para regenerarlo.
La suplementacion utilizada aumenta la actividad de la enzima GPx tras el binge
drinking debido a la elevada concentracién de félico en suero.

El consumo de alcohol tipo binge drinking durante la adolescencia produce
dafno oxidativo a nivel cardiovascular y afecta a la funcionalidad del corazén ya que
incrementa los niveles de homocisteina en suero asi como la frecuencia cardiaca. La
suplementacion utilizada restauraba ambos parametros.

La suplementacion con esta vitamina es eficaz para mejorar la actividad de la
GPx en corazon y suero y hacer frente al desbalance oxidativo producido por el
alcohol, mejorando la funcionalidad cardiaca y el dafio cardiovascular.
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