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""Mecanismos implicados en las conductas inducidas por el alcohol:
el papel de los enzimas cerebrales responsables del metabolismo
del acetaldehido™".

Tesis doctoral presentada por M2, Dolores Escarabajal Arrieta
Mayo, 2000

Existe un constante aumento del consumo de bebidas alcohdlicas unido a un porcentaje de
personas alcohdlicas cada vez mayor lo que demanda nuevos estudios que puedan aportar algo de
claridad a la pregunta de por que la gente bebe.

En este sentido se presenta el estudio realizado sobre los sistemas enzimaticos implicados en el
metabolismo del etanol tras las manipulaciones farmacoldgicas de la actividad de la catalasa 'y de
la aldehido deshidrogenasa (ALDH) cerebrales, manipulaciones que generan modificaciones en
algunas de las conductas inducidas por el etanol.

Asi, la manipulacién tanto de la formacion de acetaldehido (AcH), mediante el enzima catalasa,
como de la degradacion, mediante el enzima ALDH, mas concretamente el isozima ALDH2,
supone la implicacion de este como metabolito activo del etanol.

En funcion de lo anterior, desde este trabajo se plantea que el AcH, producido a nivel central,
mediaria algunos de los efectos psicofarmacoldgicos del etanol.

El desarrollo de este trabajo permitira evaluar la mediacion de la catalasa 'y la ALDH cerebrales
en el metabolismo del etanol; para ello se han utilizado diferentes sustancias como el
3-amino-1,2,4-triazol (AT), el acido dietildithiocarbamato (DDTC) y la cianamida.

La novedad y originalidad de este trabajo se basa en que en ningun trabajo anterior se ha
planteado un estudio del metabolismo del etanol desde la inhibicion de todos los pasos de su
curva metabdlica, es decir, desde la formacion y la degradacion del AcH producidas por la
manipulacion farmacologica de los sistemas enzimaticos implicados en el mismo y, por otra,
debido a la utilizacion de determinadas sustancias como el DDTC o la conjuncion de éste y el
4-MP, para la evaluacion del efecto de esas manipulaciones sobre la conducta inducida por
etanol.

Estas manipulaciones farmacoldgicas son relevantes y originales en la medida que ainan en un
mismo trabajo, por una parte, inhibidores especificos de la catalasa cerebral como el AT, por
otra, al DDTC que inhibe la ALDH vy, finalmente, la conjuncion de la inhibicion de ambos
enzimas mediante la accion de la cianamida. Asi, la demostracion de la implicacion de catalasay
ALDH en el metabolismo central del etanol supondria un nuevo punto de apoyo en la hipotesis
que plantea la existencia de un metabolismo central del etanol en el que el AcH tendria un papel
determinante como mediador de algunas de las acciones del etanol.



Las conclusiones alcanzadas en esta Tesis Doctoral ponen de manifiesto que las sustancias
utilizadas como inhibidores de la catalasa o de la ALDH producen una reduccion o bloqueo de la
actividad locomotora inducida por etanol. Ademas, la administracion conjunta de 4-MPy DDTC
o0 cianamida genera, en el primer caso, una induccion de la actividad inducida por etanol y, en el
segundo, se obtiene una anulacion del efecto inhibitorio producido por la cianamida. Las
diferencias encontradas en el patrén de conducta que se obtiene tras la administracion de 4-MP
junto los mencionados inhibidores -DDTC y cianamida- podria deberse a la accién inhibitoria
diferencial que ejercen estas sustancias. Asi, mientras que el DDTC inhibe solo la actividad del
enzima ALDH la cianamida ejerce su efecto inhibitorio tanto sobre la actividad de la ALDH
como sobre la actividad del enzima catalasa.

La inocuidad de estas sustancias podria indicar que dado que no afectan a la actividad locomotora
espontanea la accion que se observa tras su administracion se estaria produciendo sobre circuitos
implicados en la mediacion de las conductas inducidas por etanol. De este modo, todas estas
sustancias podrian ejercer estos efectos a través de su accién en los sistemas enzimaticos catalasa
y ALDH cerebrales.

Asi, laimplicacion de los enzimas encargados tanto de la formacién como de la degradacion del
AcH en las conductas inducidas por el etanol daria de forma indirecta, apoyo a la idea de una
mediacion del AcH en algunas de las acciones psicofarmacoldgicas inducidas por el etanol, en
este caso, la actividad locomotora.



""The mechanisms involved in alcohol-induced behaviors:
the role of brain enzimes responsible for the metabolism of acetaldehyde**

Ph.D. Dissertation by M. Dolores Escarabajal Arrieta.
May 2000

The ever increasing consumption of alcoholic drinks and the steadily escalating number of
alcoholics demand constant research to cast light on why people drink.

This study is about the enzimatic systems involved in the metabolism of ethanol after
pharmacological manipulation of the activities of brain catalase and aldehyde dehydrogenase
(ALDH). Such an alteration causes changes in some of the behaviours induced by ethanol.

Both manipulation of acetaldehyde formation by catalase and acetaldehyde degradation by
ALDH, in particular by the isozime ALDH,, entail the idea that acetaldehyde is the active
metabolite of ethanol. According to this, some of the psychopharmacological effects of ethanol
could be mediated by brain acetadehyde. The role of brain catalase and ALDH in the metabolism
of ethanol can therefore be evaluated here. To this end, several substances, like
3-amino-1,2,4-triazole (AT), diethyldithiocarbamic acid (DDTC) and cyanamide, have been
analized.

No previous research has proposed the study of the metabolism of ethanol inhibiting all the steps
of its metabolic curve, that is, from the acetaldehyde formation to the degradation caused by the
pharmacological manipulation of the enzimatic systems involved in it. This study is new in that it
takes intoconsideration the whole metabolic curve, but also in that it uses substances like DDTC,
as well as in the concurrent administration of this substance with the 4-methylpyrazole (4-MP) to
evaluate the effect of these manipulations on the behavior induced by ethanol.

These are new major pharmacological manipulations because they examine in one and the same
study: first, inhibitors that act only on the brain catalase activity, like AT; second, the DDTC that
inhibits the ALDH activity; finally, the joint inhibition of both enzymes by the action of the
cyanamide. Evidence of catalase and ALDH enzymes operating in the central metabolism of
ethanol could support the hypothesis of a central metabolism of ethanol in which acetaldehyde
would play an important role in the mediation of some actions of ethanol.

This dissertation shows that the substances used as inhibitors of catalase or ALDH reduce or
block the locomotor activity induced by ethanol. Moreover, the concurrent administration of
4-MP with DDTC or cyanamide causes, respectively, an increase in the activity induced by
ethanol, and blocking of the inhibitory effect. The behavioral differences found after
administration of 4-MP with DDTC or cyanamide could be due to the different inhibitory action
of the latter two substances. Thus, while DDTC only inhibits ALDH activity, cyanamide inhibits
both ALDH and catalase activity. Harmlessness of these substances could indicate that, if they do
not affect the spontaneous locomotor activity, the effect following their administration could
occur on the vias involved in the mediation of the behaviors induced by ethanol. All these
substances could cause these effects by their action on brain enzymatic systems of brain catalase
and ALDH.



The active role played by the enzymes that allow formation and degradation of acetaldehyde in
the behaviors induced by ethanol would support the hypothesis that some psychopharmacological
actions induced by ethanol, in particular the locomotor activity, could be mediated by
acetaldehyde.
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Presentacion

PRESENTACION

El trabajo que se presenta a continuacion es el resultado de laeiqeoimental
realizada como becaria de investigacion (FPI) desde 1994 hasta 1998.

Estosexperimentos se enmarcan dentro del proyectongestigacion“Mecanismos
implicados en el consumo voluntario de alcolnolevahipétesis sobre glapel de la catalasa
cerebral”, proyecto financiado por la Comision InterministeriaCacia yTecnologia, Plan
[+D (SAF 93-0050) y dirigido por el Dr. Carlos M. Gonzalez Aragon.

En el marco de este proyecto, la totalidadodeexperimentos que componengarte
experimental de estéesis Doctoral, asi comolos estudiospreliminares de la misma, se
desarrollaron en el laboratorio de Psicobiologia de la Universitat Jaume | de Castellon.

Por otra parte, como se recoge etitelo deesta TesiDoctoral, se presenta el estudio
realizado sobre los sistemaszimaticos implicados en el metabolismo del etanol. En este
sentido, se expondos resultados obtenidos tras lasnipalaciones farmacolégicas de la
actividad de la catalasa y de la aldetddshidrogenasa (ALDHgerebrales, manipulaciones
gue generan modificaciones en algunas de las conductas inducidas por el etanol.

Asi, lamanipulacion tanto de la formacion de ddefaido (AcH), mediante el enzima
catalasa, como de la degradacion, mediante el enzima Aiiakl,concretamente el isozima
ALDH, con una afinidadaja por el AcH, supone lamplicacion de este como metabolito
activo del etanol.

En funcién de laanterior,desde est&rabajo se planteque el AcH, producido anivel
central, mediaria algunos de los efectos psicofarmacologicos del etanol.

Asi, los estudiosrealizados pueden encuadrarse dentro dé&alanacologia de la
Conducta, por lo que se ha seguido meodologiagque auna lo conductual y loquimico.
En el nivel conductual se ha seleccionadackvidadlocomotora comwariable dependiente;
en cuanto al nivel bioquimico la variable evaluada ha sido la actividad enziméatica cerebral.
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En este sentido, el desarrollo de este trabajo permitira evaluar la mediacion de la catalasa
y la ALDH cerebrales en el metabolisrdel etanol; para ello sban utilizado diferentes
sustancias como @&@-amino-1,2,4-triazo(AT), el acido dietildithiocarbamato (DDTC) y la
cianamida.

El planteamiento qusigue es novedoso y original gaie, por unaparte, enningin
trabajo anterior se ha planteado un estdelometabolismo del etandesde la inhibicion de
todos los pasos de su curva metabdlica, es decir, desde la formacion y la degradacion del AcH
producidas por lananipulacion farmacologica des sistemasnzimaticos implicados en el
mismo y,por otra, debido a lautilizacion de determinadasustancias como el DDTC o la
conjuncion de este y el 4-MP, paraelaluacion del efecto desas manipulaciones sobre la
conducta inducida por etanol.

Estas manipulaciones farmacolégicamn relevantes yoriginales en la medida que
alinan en un mismo trabajo, por una parte, inhibidores especificos de la catalasa cerebral como
el AT, por otra, al DDTC que inhibe la ALDH y, finalmente, la conjuncion de la inhibicion de
ambos enzimas mediante la accion de la cianargiala demostracion de la implicacion de
catalasa y ALDH en el metabolismo central del etanol supondria un puet@ de apoyo en
la hipétesis quelantea la existencia de un metabolismo central del etanoloere e#l AcH
tendria un papel determinante como mediador de algunas de las acciones del etanol.

La Tesis Doctoral se preserdavidida entres partes. En la primera sealiza una
extensa revision de la literatura existeaterca del etanol jos enzimas implicados en su
metabolismo, asi como de su primegtabolito, el AcHpara elaborar un balanceegtado de
la cuestion pertinente. Esta revision abandtgulos, capitulos déro y libros desde el afio
1948 hasta comienzos dE999. La exposicion de lkmisma se ha realizadsiguiendo un
esquema general que presenta el metabolismo del elisititio en periférico ycentral, y
dentro de este marco se han revisladoconocimientos y datexistentesobre los enzimas
implicados en este metabolismo periférica y centralmente.

En cuanto al AcH, y dado que el presente trabajo se inserta en el marco teorico del papel
del AcH comoresponsable de losfectos psicofarmacolégicos originadesr el etanol, se
presentan datos sobrenfediacion de esta sustanciaagunas de las conductas inducidas
por el etanol.
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La segunda parte recoge el trabajo experimental realizado que ha sido dividido en cuatro
partes motivadaspor la busqueda de ur@herencia en cuanto a la realizacion y a la
exposicion de los experimentos.

En este sentido, los experimentos se presentan divididos en funcion de la sustancia que
se esté utilizando como inhibidor. Por ello, hay una primera parte que recoge los experimentos
realizados con AT, la segunda expone logllados a caboon el 4-MP, laterceralos del
DDTC y la cuarta presenta los experimentos realizados con la cianamida.

Cada una de estas partes o fasgmerimentales consta de una introductéinica a la
sustanciautilizada como nhibidor mientras qudos objetivos, hipotesis, el protocolo
experimental, los resultados y la discusioriademismosestan presentes eadauno de los
experimentos realizadd®® 1 al n°® 14)Asimismo, cadauna de las fasesxperimentales
finalizan con una serie de conclusiones realizadas con la finalidad de presentar resumidamente
los aspectos que s®ncluyen delos experimentos que integracadafase experimental.
Ademas, se contempla wapartado dedicado s materiales y métodosomunes, a los
objetivos generales y a las conclusiones globales de la Tesis.

En la tercera parte, ®pone una sintesis tles resultados quson discutidos a la luz
de la literatura existente. Esta tercera parte se cometaun apartado referido a las
conclusiones que se pueden extraer a partir de los hallazgos realizados.

Tras esta tercerparte, sepresenta un apéndice que recoge tanto algigasas
explicativas complementarias conafgunosesquemas, com@or ejemplo, elreferido al
metabolismo del etangver pag. 283) o los que msieansobre guéenzima esta actuando
cadauna de las sustancias utilizadas. En é#ieno caso la inhibicién de lactividad
enziméatica se ha representado mediante la presentacion del enzima con el nombrévechado
pag. 284y ss.).

Por dltimo, se mustran las referencias bibliograficas consultadas, las siglas y
abreviaturas utilizadas asi como el indice general de este trabajo.

En relacion con las referencias bibliogréaficas, cabria comentar que a lo largo del texto la
cita delas mismas se ha realizadeediante elnombre del autoseguido por el afio de
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publicacion. En los casos en los que los autores eran tres 0 mas se ha optaticapsolo
el primero deellos, y enlos casos en los que los autores y el efam coincidentes se han
diferenciado mediante una letra minUscula al lado del afio.

Por ultimo, es precisgefialar que léalta derigor y homogeneidathantenidgpor los
diferentes grupos de investigacion en la designacidlodésozimas de ALDH y de los
metabolitos del disulfirdn, haupuesto lanecesidad de realizama sistematizacion de la
nomenclatura de los mismos.

Finalmente, gigiera agradecer al D€arlos M. Gonzélez Aragon queeptara dirigir
esta Tesis Doctoral.



Introduccién

l. INTRODUCCION . METABOLISMO DEL ETANOL.

1.- Generalidades.

El etanal, etil alcohol o alcohol, ema droga de la que no se conoce bieactuacion
central y que afecta alas principales funciones psicomotorastravés deuna serie de
complejos procesos fisioquimicos y metabdlicos.

El metabolismo del etanol genera uwneava metabdliceompuestgor varios pasos, asi,
en su oxidacion el primer metabolitue encontramos es el AcH. La obtencion de este
compuesto estéatalizadapor diferentesenzimas, ddorma que en la oxidacién detanol
intervienen, enmayor o menor grado, la alcohdeshidrogenasa (ADH), el sistema
microsomal de oxidacion del etarMEOS) y elenzima catalasa. En cuanto al metabolismo
del AcH, el enzima implicado es la ALDH y mediante su accion se olzestato)os ultimos
productos de este metabolismo son el didxido de carbong y&Dagua (HO).

2.- Aspectos farmacocinéticos.

Los procesos que se dan en el organismo tras la ingestandé puedeser divididos
en tres fases: la fase de absorcion, ldiflesion o distribucion y la deliminacion (KaLanT,
1971; GessNER 1993).

Durante la primerafase, el etanol esbsorbido en las partesaltas del tracto
gastrointestinal por difusion ya que para esta sustancia no es necesaria la digestion precedente
realizada por enzimas hidroliticos. Sin embargo, no se puede excluir una oxidacion parcial por
parte de la ADH en la mucosa gastrointestinalloEur Y oTROS 1981).

Los factores que puedemediatizar esteango de absorcion somor ejemplo, la
cantidad y la composicion en cuantaditivos del alcohol, la concentracion ldes bebidas
alcohdlicas, asi como la ingesta de comida.

Los experimentos realizados con el etantfl iGuestran que la mayor parte del alcohol
administrado oralmente exbsorbido y que solo un pequefiorcentaje es excretado sin
metabolizar por los pulmones, la orina y el sudesER Y PoLET, 1959). En este sentido, una
cantidad muy pequefia del etancbnsumido es excretado o exhalado cuando las
concentraciones en sangiel etanol estapor debajo de200 mg/100 ml o 40 mM @~

9
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WARTBURG Y BUHLER, 1984). La siguiente fase, la fase de difusion, generalmesigpsepone
con esta primera fase de absorcion.

Durante la fase de difusién el alcohol es distribuido enejjatos en proporciésobre
todo a su contenido en agua, agua intersticial e intracelular mas sangre.

En la Ultima fase, la fase de eliminacion, el aspecto mas destacado que se puede observar
es un decremento en las concentraciones del alcohol en sangre, aproximada®@¥iedan
la eliminacion es realizadaor la oxidaciéndel etanol adidéxido de carbono y agua que
representa el paso principal.

Por otra parte, la variacion en lauta de administracion del etanaki como las
diferencias entre especies desempefian un importante papel en las diferencias observadas en la
curva de alchol en singre.También,los factores hormonales, pesocorporal y elsexo
influyen en el rango de degradacidel etanol. En esteentido porejemplo, teniendo en
cuenta que el alcohol se distribuyelesitejidos en funcién de su cantidad de agua y que el
promedio del volumen total de agua en el organismo es mayor en hombresmgyeres, las
correspondientes diferencias sexuales en las concentraciones de alcohol en sangre se dan
incluso después de la ingestion cintidades idénticas de alcohol. También se observan
diferencias en funcion de la actividad del enziizH géstico y el contenido egrasasAsi,
las mujeres presentan uaetividadmenor de estenzima y unmayor contenido egrasas
comparadas con los hombregN&HEz-TURET, 1999). Ademas, el volumen total de agua en el
organismo depende también de la edaah(WARTBURG Y BUHLER, 1984); en relacion con este
ultimo factor se ha observado que daigs deratas tuvieroruna capacidad siditativamente
mayor para metabolizar etanol a ACHNSEI Y OTROS 1991; $IVAKUMAR , 1991).

A continuacién pasaré a comentitalladamente cadao de los aspectdmplicados
en el mencionado metabolismo. Cabria sefialar que este metabolisido diigidido, para su
exposicion, en periférico y central gae aunque loenzimas implicados eambos tipos de
metabolismason los mismos laroporcionalidad de su funcion es sustancialmente diferente
si nos referimos a la oxidacion de etanol en la periferia alglanismo o a esa misma
oxidacion pero a nivel cerebral.

10
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Metabolismo periférico del etanol

. METABOLISMO PERIFERICO DEL ETANOL.

1.- Oxidacion hepética del etanol.

El etanol es eliminado derganismo casexclusivamentgor oxidacion. Este proceso
se da principalmente en &igado, mediadgor la ADH citosélica. Asi, el alcohol es
metabolizado enzimaticamengor la ADH pimero a AcH (BTERSEN YOTROS 1983) y
después, por la ALDH, a acetatosfler, 1977; EiRIG Y OTROS 1990).

Por otra parte, una pequefia porcion de estanol, un10% o menos, puede ser
metabolizado por rutas alternativas, como por ejempli@lde oxidacion microsomal o la via
de la catalasa (EBER, 1977; AMATKIN Y DeITRICH, 1997). El MEOS vy lacatalasa tienen
valores para la constante de Michaéksn) mayores que la ADH por eso sdlegan a
ejercer una accion significativa a niveles elevados de etanol, cuando la ADH estéa inhibida o, en
el caso del MEQOS, cuando el consumo de etanol es croniea® v DeiTricH, 1997). Por
otra parte, también se haropuesto ereste metabolismo un mecanismo guglica a los
radicales libres (\WsTon Y CEDERBAUM, 19834, b).

En las péaginas siguientes se comentdo®n datosexistentessobre los enzimas
implicados en el metabolismo hepatico del etanol.

2.- Sistemas enzimaticos.
2.1.- La alcohol deshidrogenasa (ADH).
2.1.1.- Aspectos generales.

Segun Ehrig y otros (1990) uno de fmincipales enzimas del metabolismo del etanol
es la alcohol deshidrogenasa hepatica (ADH, alcohol: NAD-oxidorreductasa, EC 1.1.1.1).

La ADH cataliza laconversion reversible dios alcoholes a sus correspondientes
aldehidos y cetonas con el nicotinamida-adenin-dinucledtido (NAD) como cofactor.

alcohol + NAD « aldehido (cetona) + NADH +'H

12



Metabolismo periférico del etanol

De este modo, oxida el etanol a alkthidopor medio de la transferencia de
hidrégenos desde el substrataalactor(NAD) dandolugar en la conversion a su forma
reducida, el nicotinamida-adenin-dinucleétido redu¢idlADH). La conversiérdel coenzima
quedaria expresada en la siguiente igualdad<i, 1982):

NAD® + 2H = NADH + H

Como se dijo anteriormente, el etanol es metabolizado principalmente en elgugdalo
ADH, aunque este enzima existe también en otros tejidos, como el fid®pymones, entre
otros (ERwIN Y DEITRICH, 1972).

La ADH hepética cataliza la oxidacién de etanol a AcH yelduccion simultdnea de
NAD a NADH. El enzima esté localizado en el citosol presentando una constante de afinidad
(Km) relativamente baja QN WARTBURG Y 0TROS 1983), y funciona a su capacidadxima
con cantidadeselativamentepequefias de alcohol en sangrep&lo que linta el rango en
este proceso es el rango en el que el higado regeA&adesde el NADH. Parbograr esto,
el piruvato es reducido a lactato por el NADH vy el lactato pasa a la sargies({ls, 1977).

Este enzima tiene uordencinético cero y swelocidad de reaccién no se incrementa
por la presencia de etanol en cantidades grandes.

2.1.2.- Isozimas de la ADH: Composicion y polimorfismo.

Varios estudios han mostrado queaketividad de [aADH hepatica humana tiene una
gran variabilidad interindividual (Ly MAGNES 1975; 8$HENKER Y OTROS 1971). Eneste
sentido, las diferencias en el metabolismo reflejan principalmente el arnapign de
propiedadesataliticas de I&ADH hepatica humana y la dgrosanimales debidas amplio
nuamero de formamoleculares observadas en esteima, se podridecir que [aADH en
funcion de sus caracteristicas electroforéticas y cataliticas esezcia de un amplinimero
de isozimas (8TH Y OTROS, 1973; ®RNVALL Y OTROS, 1987a).

Teniendo en cuenta que AdDH es unmultigen, es decir, usistemaalélico mdltiple
(JORNVALL Y OTROS, 1991) que en seres humarmosistituye undamilia compleja, gartir de

13



Metabolismo periférico del etanol

Sus rasgos estructuralesipéticos,asi comagpor la composicion dsusisozimas puede ser
dividida en cinco clases (Y, 1994).

Los isozimas de la clase | estan formagos unaasociacion aleatoria des tres tipos
de subunidades polipeptidicas, la subunidad ajfdg beta ) y la gammay) estando estas
controladas en el gen estructurpbr tres loci separados, ADH ADH, y ADH,
respectivamente (8rH vy otros 1973). Ademas, un isozimguedeser homodimérico o
heterodimérico en funcion de si esta formado dos monémeros idéatis codificados por
un alelo especifico en uno de losi, por ejempld3p o aa, o si por el contrario su formacién
consta de polipéptidos diferentes, codificagos alelos eroci separados, dando lugar a
heterodimeros adicionales, por ejenggio ay (HARADA Y OTROS, 1978a).

La claseADH-I beta de baja Km, para el metabolismo elahol, y laclase ADH-
gamma muestran polimorfismo genético entre poblaciones raciales. La claBdHvhu ()
también muestravariabilidad genética y se ha detectado emiscosa del estobmago de
caucdsicos pero no en uaapliaproporcion (70%) de losrientales.Los isozimas de las
clases IJI, IV y V tienen una distribuciérespecifica eros tejidos que integran (v, S. J.,
1994).

En relacion coresto, a partir ddatos inmunolégicos y de los referidos @&$&ructura
protéica deestosisozimas se sugiere que las clases |, lllytienen un origerevolutivo
separado (AINOLFI Y OTROS 1984; BIHLER Y OTROS 1984).

Ademés de lasormas comunes de ADH, existen otras formasleculares menos
conocidasAsi, los isozimas de la clase Il de MDH los forman la ADH pi [1) y los
isozimas de la clase lll los integran la ADH ck).(Estas dolases (Il y lll)difieren en su
especificidadpor el substrato y en sus propiedadiegticas y ambas haido detectadas y
caracterizadas en higadoesmanos (BsroN YOTROS 1979; RRes Y VALLEE, 1981). Otra
forma adicional de I&DH es laforma IndianapolifADH,..40id UE pOSEen una mayor
movilidad catédica o anddicai(k otTros 1977; BO)SRON Y OTROS 1983; RRES Y VALLEE,
1981). Estossozimas difieren en su plédptimo, la especificidagor el substrato y las
caracteristicas cineticas. kariante ADH, ..4,0is Parecedarse solentre las poblaciones de
negros americanos GARWAL Y OTROS 1981a).
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En relacion con el etanol, algunos autores han obtenido que la actividad oxidativa de esta
sustancia erhigado, plmén y tracto intestinal correlaciona con su patrén de isozimas de
ADH (YN, 1994). Ademas,los valores de Km para el etanol ttes isozimas de ADH
implicados en la degradacién del etanol estan en un rango dgsillead®6uM vy los valores
de las velocidades maximas (Vmax) van desde 0.6 a 10 UAmgs (EoTROS 1990).

2.1.3.- Variantes genéticas de la ADH.

La formavariante del enzimgroducida en elocus de ADH, polimdrfica se conoce
como ADH atipica(ADH,-,) y fue descubiertgpor Von Wartburg y otros (1965)Esta
variante atipicacontiene unasubunidadf3, en lugar de Ig3, que es la que se observa
habitualmente en la forntgpicadel enzimaPor suparte, la variante atipica nsiea un pH
optimo menor y una actividad catalitica mucho mayor que el enzima normal. Logndetzs
gue esta variante atipica es probablemente el resultadsastitacion de un residwdanino
por uno prolino en dlugar de unidondel coenzima (BRGER Y OTROS 1974). Poresto, la
diferencia estructural existente entre ambas paeic& responsable dedheracioncatalitica
asi como de la alteracion en sus propiedades funcionales.

Estavariante genéticatipica de I&ADH esta presente en diferentes proporciones en la
poblacion, de taforma que la podemos encontrar aproximadamente e85% de los
orientales como japoneses @A Y MizoaTA, 1973), chinos (ENG Y oTrROS 1979) O
vietnamitas (Gepbe Y oTROS 1980) mientras que so&sta presente entre un 5 y 1006 de
los ingleses, un 14% de los alemanes y un 20% de los suizns Y®TROS, 1971; BYSRON Y
OTROS 1983; Fokul Y WAKASUGI, 1972).

Datos como lafrecuencia significativa de alelos de ADK de ADH, en sujetos
orientales con alcoholismo o con cirrosis alcohdlica comparados con sgrtsapoyan la
idea de que la variacion genéticaADH y en ALDH, de laque se hablara mé&arde,puede
influir en la conducta de ingesta de alcohol y en la susceptibilidad al alcoholismo y
posiblemente inducen dafio en los érganos modulando el dehgeetabolismo del etanol y
del AcH (Yin, 1994).

Sobre elefecto deestosisozimas existen datos contradictoriafgunos autoresomo
Whitfield (1994)plantean que laariacion genética de la ADHiene un efecto significativo
sobre los niveles de etanol en sangre tras la ingesta de una dosis estandar de etanol pero segun
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este autor esto ocurre a causa de un efatice el nivemaximo mas queobre el rango del
metabolismo y, el polimorfismo de la AQHho tendrianingln efecto. Sin embargo,otros
autores (Guzicou Y oTROs 1994) sugieren que alelo de la ADH-, y el de la ADH-;
desempefiarian un papel similar.

La actividad de la ADH hepética ttes individuos que contienen el isozinatpicoesta
considerablemente elevada. En este sentido, se papeaar que estasdividuos eliminaran
el alcohol més rapidamente que los homocigoticos normales y estaantyidad podria ser
la responsable de las reacciomsiales de intoxicacion al alcohol gaponeses y otros
orientales (SAMATOYANNOPOULOS Y OTROS 1975). Sinembargo, durante el metabolismo del
etanol, muy pocos portadores fenotipicos del enzima atipico presentan un rango de eliminacion
mayor gue los normalesf@Ars Y EVANS, 1967; \ONWARTBURG Y SCHURCH, 1968; 8HuLZ Y
OTROS 1976), la explicacion a este hecho es quesas sujetos leeoxidacion del NADH, el
rango de regeneracion del NAD desde el NADH, es el principal paso que limita el rango de la
oxidacion del alcohol y no la actividad de la ADH.

La reaccion déADH es el paso que lita el rangodel metabolismo del etanol pero el
rango de esta reaccion es inhibr concentracioneslevadas de AcH WADH (CraBB Y
OTROS 1983). La cantidad d&DH en elhigado ylas propiedadesinéticas de las diferentes
formas enziméticagpresentes en uimdividuo dado son otros ftores, ademas des que
afectan a laabsorcion y la distribucidn, que regulan el rango bdditzo del etanol en un
sujeto.

Inicialmentecuando ingerimos alcohol la ratiepatica deNADH/NAD es normal, y
quiza durantesolo unos pocosinutos, la cantidad dADH es el rangolimitante. Si la
actividad deeste enzima es particularmetéa, la cantidad de AcH formado excedera la
capacidad del higado pasaidarlo. El resultadseriaque mas AcHescaparia a laangre
produciendo losintomas de la sensibilidad al alcohol observadosorsujetos con el
isozima atipico (BAMATOYANNOPOULOS Y OTROS 1975). En este sentido, y ya que méas del 80%
de los japoneses y otros mongoles poseen una &[plda, elrapido metabolismo dedtanol
combinado con una ALDH mitocondriglactiva podriarser losprincipalesresponsables de
las reaccionesaversivas observadas normalmentgespués de la iegta de pequefas
cantidades de alcohol. Desgraciadametaegos los estudios se haealizado midiendo la
concentracion de AcH en &angreentre 30 y 60 minutodespués de la iegta dealcohol,
desapareciendo una gran cantidad de AcH en los primeros minatosdB 1976).
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Por otra parte, laADH se ha estudiado coimmunohistoquimica en varios tejidos
humanos y los resultados indican que esta se encuentra especificamente en tejidos que se sabe
estan dafados por el abuso del alcohoh(Br Y oTROs 1983). Estgodriaapoyar laidea de
que las células especializadas dentro de un 6rgano pueden caliteneantidades de ADH,
incluso aunque la actividad total del enzima pueda parecer insignificante en ese tejido.

Los datos obtenidos sobredetividad de 1&ADH en diferentes tejidos de rata indican
que ésta disminuye en el siguiente ordexskiRi Y SOKOLOFF, 1972):

- higado

- intestino

- corazon

- bazo

- cerebroy

- musculo esquelético.

2.1.4.- ADH como marcador biolégico: Actividad de ADH en sangre.

Un factor principal en la determinacion deataplia variabilidad observada en el rango
de oxidacion del alcohol entre los individuos parece ser la igualmente amplia variabilidad de la
actividad de laADH hepatica humanaEsto es debidgrincipalmente al polimorfismo
genético de este enzima. De hecho, pueden darse alrededor de veinte formas de enzimas en un
individuo y un ampliocrango de Km paréos sustratos y de \, sonobservadas parnearios
isoenzimas (BTrRuszko, 1975; \ON WARTBURG Y OTROs 1983). Por lo tanto, las
farmacocinéticas de la eliminacion del alcohol y de la produccién del AcH paggieen una
forma predeterminadgenéticamente de urujsto a otro. Unavez mas, las propiedades
cataliticas deestas formagnziméticasvarianconsiderablemente y es probable que existan
diferencias en el rango de oxidacion del aldehido en funcion de la variedad de fenotipos.

Aunque laactividadméselevada de IsADH se da en ehigado, laaparicion de este
enzima en el plasma podria tener un importante papel para establecer un diagnético o para
hacer un prondstico en sujetos que preseaiteraciones relacionadas con el alcohol ya que
puede reflejar dafio hepatico después de abusar del alBohembargojos estudios que se
han realizado utilizandtws niveles deADH en suero comanico marcador de alcoholismo
no han obtenido resultados alentadoresjy@, aunqueestableciaiferencias entresujetos
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sanos y pacientes alcohdlicos, la comparaciGestiesultimos con pacientes psiquiatricos no
alcohdlicos indico los mismos niveles paraA2H en sangre. Por lanto, esnecesaria mas
investigacion para determinar si el incremento en plasmaattiaad de |2ADH en sujetos
alcohdlicos es el resultado ddhfio hepético y si esta podriecompensar el metabolismo
oxidativo del alcohol ersujetos con dafibepético utilizdndolo en combinacion cotros
marcadores bioquimicos ¢Eope v oTrRos 1983a). Otros autores (k oTrog 1977), en la
busqueda de una significacion fisiologica lds isozimas de ADH, han planteado la
posibilidad de que la insensibilidad de la ADtdd pirazol con una alta Km para el etanol sea
un posible determinante del alcoholismo.

Por otra parte, aunque la complejidad del fenotipo alcohbéiceque la identificacion
de los efectos genéticos del alcoholismodiel (Cruz-Cokg, 1973), algunogstudios han
planteado que la ADH puede ser el centro del problema ya que el alcohol es metabolizado por
ADH, y este enzima esta controlado por un polimorfismo genétmaz{Cokg, 1979;1983),
asi, por ejemplo, una variante genética, la ADdislada del higadoumano puede dauenta
del 40% de la oxidacion total del etanol del higade {Tros 1977). Por su parte, Schuckit y
Rayses (1979) encontraraliferencias en las concentraciones de AcH ersdagre de
familiares de alcohdlicos y en controles de familias no alcohdlicas.

Asi, el conjunto de datos presentadasteriormente parecen indicar una importante
funcion para el enzima ADH en el metabolismo periférico del etanol.

A continuacién se presenta la aportacion en este metabolismo periférico del etanol de
otros sistemagnzimaticos alternativos a la ADH, consmn el sistema microsomal de
oxidacién del etanol (MEOS) y la catalasa.

2.2.- Sistema microsomal de oxidacién del etanol (MEOS).

2.2.1.- Aspectos generales.

En general, es aceptadpe en el metabolismo hepatico detanol, ademéas del
importante papel atribuido a la ADHps viasdiferentes realizan tambiéma oxidacion del
etanol de un 10% o menos. Estas rutas serian, pgamea eMEOS donde el tbcromo P-

450 es elenzimamas determinante ypor otra, lavia formadapor el comfejo catalasa-
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peréxido de hidrogeno (B,) (TESCHKE Y OoTROS 1976; LEBER, 1977). Sinembargo, aunque
estos dos sistemas han sido estudiadogetalle sucontribucion al metabolismo global del
etanol no esta claramente delimitaday@vAN Y HANDLER, 1989). Por otrparte, en lqque se

refiere a esta oxidacion periférica @thnol,tanto eIMEOS como eknzima catalasposeen
valores para la constante de afinidad mayagres los obtenidopara laADH hepética de
forma que su intervencion llega a ser significativa solo cuando la ADH es inhibida, cuando los
niveles de etanol en el organismo son muy altos y en el consumo crénico de etanol.

En este sentido, se indicé glos microsomasepaticos podriapatalizar la oxidacion
del etanol.Por suparte, Lieber y DeGh (1970) plantearon la descripcion de un sistema
microsomal de oxidacion del etan(MEOS), este sistema nconstaria solamente de la
oxidacion dependiente dé-450 (Koop Y oTrRos 1982), sino que integraria también la
peroxidacion del etanalia el enzima catalasabtenido a partir del ¥, generadovia el
NADHP oxidado.

2.2.2.- Citocromo P-450.
2.2.2.1.- Generalidades.

El citocromo P-450 (CYP-450) dependiente del sistema microsomal de monooxigenasa
constituye un término genérico que incluye a damilia multigénica de tbcromos
hemoproteinicos localizados s cuerpos de lasélulas nerviosas y colocalizados con la
reductasa CYP-450 NADPH, el componente necesario para el sRtdsxmonooxigenasa
(RAVINDRANATH Y OTROS, 1990). Estoscitocromos son inmunoldgica y bioquimicamente
diferentes, aunque todos aceptan un electron de la NADPH citocromo c reductasa.

El P-450 es urenzima complejo implicado en la detoxificaciondiegas y toxinas en
el higado, también se encarga dadtivacion decompuestos endégenos y exdégengaigde
darse emmultiplesformas. En estsentido, se haproducido anticuerposspecificos contra
las diferentes formadel citocromo P-450, Icual demuestrdas diferencias estructurales
especificas entre las diferentes especies de este citocrorheclixe séhan identificado por
lo menos 16 especies diferentes del citocronoo{R1993).
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Respecto al metabolismo dektanol, el citocromoP-450 que se relaciona mas
directamentecon este es el el citocronit34502E1 ya que presenta una afinidath por el
etanol. Esta forma del citocromo bkalo identificada en diferentes animales como conejos
(Koop Y 0TRO$ 1982), ratas (RN Y 0TROS, 1986) ydeermicg HANDLER Y OTROS 1988).

La ecuacion siguiente da cuenta de la oxidacién del etanol por parte de este isoenzima:
C,H,OH + NADPH + H + Q, -~ CHCHO + NADP + 2HO

El pH 6ptimo para esta reaccion se encuentra dentro del rango fisiologico; la Km para el
etanol es de 16 mM @Al Yy oTRos 1996) lacual obviamente esiucho mayor que la ADH
hepatica que esta alrededor de 1 mM.

Los datosexistentes respecto al papel del citocrdPd50 en la oxiacion del etanol
son contradictorios, en este sentido existen datd®e que un 50%lel metabolismo del
etanol en animales normales se produce mediante el citoérefh0 (TRKkAGI Y OTROS, 1986)
mientras que otros datos le adjudican ooatribucion deR5-35% de leliminaciénque se
produce (FLDFORD, 1987; FANDLER Y OTROS 1988).

2.2.2.2.- Induccion del citocromo P-450 2E1.

Por otra parte, aunque las concentraciones basales indican que el 2E1 representa menos
del 1% de la actividad total des citocromos existentes AW¥NER Y GUSTAFSSON 1994) la
actividad del MEOS puede ser inducida por varias drogas entre ellas, por la ingesta cronica de
etanol. En este sentido, se ha constatado que el citocromo P-450 2E1 es inducible por etanol, y
se ha informado de incrementos de tres a cwvees en su actividadespués de la
administracion de etanol @&GaN Y OTROS 1982; AVANDATHEERTHAVARADA Y OTROS, 1993;
MONTOLIU Y OTROS 1994; ®HDA Y OTROS 1993).

Por otra parte, estudiosrealizados con lacepa de ramnes deermice (Peromyscus
maniculatu$ que aunque carecen de ADHUEBETT Y FELDER, 1978a,b), los ADH;, eliminan
etanol en ung@roporciontan rapida comdos ratones de lemisma cepa peroon una ADH
normal, los ADH, (HANDLER Y OTROS 1988; SIIGETA Y OTROS 1984; GASSMAN Y OTROS 1985)
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indicaron que el tratamiento con etanol, utilizando anticuerpa8-déD deconejo, induce en

las cepas ADHy ADH', un analogo inmunoquimico dé&-450 2E1 (HANDLER Y OTROS
1988). También se ha obtenidpe el etanol induce este citocromo en mayor cantidad en la
cepa ADH que en la ADH

Shigeta y otros (1984) informaron de quéralamientocon etanol en ratones ADH
ADH" implica un incremento en ehngo de oxidaciérdel etanolpor los microsomas
hepaticos e incrementa paralelamente un aumento en el contenRidS@microsomal. Sin
embargo, aunque los daiosvitro proporcionan una evidencia importante de la induccion del
P-450 2E1 y establece su papel como catalitico predominante de la oxidacion del etanol en los
microsomas de estos ratones, los estudias/o no indican un papel directo de esteima
en la eliminacion del etanwi vivo.

Por otra parte, se ha planteadyue los rangoslel metabolisman vitro del etanol
pueden ser comparados a los rangos de eliminacién delietaival En esta comparacion, se
estim6 que eP-4502E1 da cuentaolo del 3% de la eliminacion elos animales ADH y
alrededor de un 8% en los ADHIncluso tras efratamientocon etanol, el docromo P-450
2E1 da cuenta de solo el 22% delianinacion del etandh vivo (HANDLER Y OTROS 1988).
Asi, el citocromo P-450 2E1 tiene un papel menor en la eliminacion delietsival

En un estudio wmdizado sobre elpapel de lasvias de oiklacion del etanol no
dependientes de ADH, consmn el citocromo P-450 y leatalasacon lacepa deratones
deermiceADH", se ha observado que 6 horas despeégretratamientin vitro con AT, un
inhibidor no competitivo del enzima catalasas niveles decatalasa-5D, en higados
perfundidos fueron disminuidos por el etanol y la actividad peroxidatica de la catdléasa
sus niveles bakss (THURMAN Y HANDLER, 1989). Portanto, se podria conclugue en los
ratones ADHse oxida etanol via la catalasgasltras 6 horas de tratamiento con AT.

Por el contrario, la oxidaciéon del etaqur el P-450 no sdetectddespués de 6 horas
de tratamientocon AT. Esta diferencia en la recuperacion deadsividad esdebida
probablemente al rango de sintesisedas dofiemoproteinas. Asi, mientrgse laactividad
total de la catalasa hepética puede ser resintetizadalerd® (MkAMURA Y OTROS 1973), la
recuperacion del citocromo es mucho mas lentag@, 1973).
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Ademas, ¢niendo en cuenta que ya que eliminacién del etanol y lactividad
peroxidatica de la catalasa retornaron a los niveles basales mientras que la oxidacion del etanol
dependiente del citocromo P-450 seguia inhibida por el Abdda afirmamue la oxidacion
del etanol es catalizad@bre todo por distema catalasa;8, en estos mutantes mientras
que el citocromo P-450 2E1 desempenfiaria un papel menor en el metabolismo del alcohol.

En el estudio comentado anteriormetat@bién se utilizd el butanol como herramienta
para evaluar la via de eliminacion del etanol en los ‘AlfHgue en ratas el butanol es oxidado
en los microsomas por BF450 pero no por la tdasa. Ademas, dlutanol es un substrato
selectivopara elP-450 en ratonegon ADH y se utiliza comouna herramienta para
determinar y diferenciar lados vias, la de lacatalasa y la del P-4500s datos obtenidos
indican que en esta cepaRe50tieneuna afinidad similapor eletanol ypor elbutanol. A
partir de esto s@odria concluirque el rango de metabolisnaiel etanolvia citacromo es
insuficiente para dar cuenta de la captacion de etanol en hjgadimsdidos de ratones con
ADH-negativa. Ademas, se obtiene que el butanol se metaboliza en un rah@qudel/g/h
mientras que el rango para el etanol e$2i80umol/g/h y, alser lacatalasa y el citocromo
las Unicasvias de oxidacion emhigadosperfundidos de ADH se podria afirmague la
oxidacion del etanol es catalizada principalmente por la via cataj@sarHeste mutante.

A continuacion se presentéws datos referidos &nzima catalasa y stontribucion al
metabolismo periférico del etanol.

2.3.- Catalasa hepatica.
2.3.1.- Aspectos generales.

La catalasgperoxido de hidrégeno: oxidoreductagdal peréxido de hidrogeno, EC
1.11.1.6) es un enzima localizadoles peroxisomas (&NT Y DE Duve, 1976). Lacatalasa
junto con la glutationa peroxidasa, funciona como un reguladamsa®veles deperdxido de
hidrogeno (HO, ) en el organismo, un metabolito formado durante la detoxificacion de los
radicales de oxigenceactivos, deesta forma, elimina la intoxicacion provocadar el
peroxido de hidrogeno, que se forma por la actividad de los enzimas respiratorios al escindirlo
en agua y oxigeno. Cabe sefialar tambp® esteenzima contiene ugrupo hemocomo
grupo prostético.
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En un principio se creigue lacatalasa eraesponsable Unioczente de la degradacion
del H,0O,. Sin embargo, Keilin y Hartrgd945) demostraron que ¢atalasa podia mediar la
peroxidacion del etanol a AcH en presencia g@,HOtros autores han demostrado lo mismo
con catalasa purificada hepatica de iratatro (KeILIN Y HARTREE, 1945; RSKIN Y SOKOLOFF,
1972). Posteriormente, se demosésgpectrofotométricamente que datalasa y el KO,
forman un compuesto primario, al que se ha dado en llamar compuesto 1, que reacciona con el
etanol para formar AcH y J@,. Asi, la oxidacion del etanglor parte de la catalasa ssliza
mediante elcompuesto 1, formado por el,®, y la catalasa a través dea reaccion
peroxidatica en la que se forma AcH y agua desde el compuesto 1 y el etaactiigusomo
dador de hidrégenos.

De este modo, la catalasa oxidaria etanol a AcH de acuerdo con la siguiente reaccion:
CH,CH,OH (etanol) + (catalasa +,8,,) - CH,CHO (AcH) + 2HO

Los trabajos de Goodman y Tephly (1968), planteron quariableque actuariacomo
rango limitante seria el suministro dgden la peroxidacion del alcohol pordatalasa. Esta
hipotesis fue confirmada después por Oshino y otros (1973), que también demostraron que la
peroxidacion del etanol esta determingada unaparte,por la concentracion detanol y, por
otra, por el rango de peroéxido.

2.3.2.- Generacion de KD, en higado.

Para evaluar lhdipétesis de que laatalasa podria tener un papel significativo en el
metabolismo del alcohol se midiertws porcentajes de oxidacion de butanol, un sustrato
selectivopara la ADH, ylos demetanol, unsustratoselectivopara lavia catalasa-5D, en
higadosperfundidos de rataslimentadasLos resultadosndicaron que el porcentaje de la
oxidacién de butanol fuanasdiez vecesmayor quelos porcentajes para la oxidacion del
metanol, indicandaque la ADH fue lavia pedominante en el metabolismo del alcohol.
Mientras que en higados de ratasagnno, en presencia d#eato, la catalaséue la via
predominante en el metabolismo del alcoh@iNpiER Y THURMAN, 1988).

Asi, los estudiogealizadossobre el rango de oxidacidtel butanol y delmetanol
indican que la peroxidaciorvia catalasa mediadaor el HO, que se formaor la oxidacion
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beta peroxisomal de los &cidos grasos es el paso principal en laiéridk alcohol en
animales con ayuno.

Los estudios realizados con AT en los AIIFHURMAN Y HANDLER, 1989)asi como los
realizados con &cidos grasos en higados de pathmdidos demuestratiaramenteque la
catalasa desempeiia un significativo papel en el metabolismo del aestosltrabajos han
puesto de manifiesto un papel minimo para el P-450 2E1 en el metabolismo del etanol y la no
implicacion delos radicales hidroxilos en esa oxidacionagiHLER Y oTros 1988).Asi, la
conclusion de Shigeta gtros (1984) y delakagi yotros (1986) de que la aacion del
etanol la cataliza principalmente el citocrofet50 esinconsistente comstos datos. Esto
indica quelos resultados obtenidos en los estudios en los que adliredo el AT para
inhibir catalasa en la elwacion de laruta metabdlica del etanalebenser tomados con
cautela.

La nocidn de la catalasa como un paso menor en la oxidacion del etaiu fevisada
y aunque en un principitos datoseran contrarios a simplicacion en la eliminacion del
etanol (BRLETT, 1952; NELSON Y OTROS 1956) ya que no seontrold la extension de la
inhibicion de la actividad peroxidativa de la catalasa péTekestudios posteriorestilizando
este mismo inhibidor, muestran quecédalasa tiene un papel predominante en la oxidacion
del etanol (FURMAN Y HANDLER, 1989).

En el estudio realizado por Thurman y Handler (1989) el AT bloqudécetmento en
catalasa-ED, por eletanol medido espectrofotométricamente en higaddangkdos. Asi,
después de 1.5 horas de pretratamientoAdgra actividadperoxidatica de la catalasa estaba
inhibida. Ademas, esta actividad no pudo ser deteatadé&ro. Al mismo tiempo, el rango de
eliminacion de etanol por la ADisminuy6 alrededor de un 75% ydetividaddependiente
del citocromoP-450 tambiénfue inhibida entre urB0-90% después de 1.5 horas del
pretratamiento con AT.

Sin embargo, a partir de estos datos no se puede afirmar si eaEstdaatones la via
predominante para la oxidacion del etanol es la megiadéa catalasa o es la del citocromo

P-450.

Sin embargo, como se hasto,los ADN oxidan etanolia catalasa-5D, seis horas
depuéddel pretratamiento con AT. Hatas, la actividad de la catalasareeupera alrededor
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del 50% tres horas después de la inyeccion de ARAMNRA v oTrRos 1973). Encontraste
con esto, la oxidacion por parte del citocromo no se detectd seigdesmgslel tratamiento
con AT, estos datos sexplican en funciémel rango de sintesis de estiss hemoproteinas
(NAKAMURA Y OTROS, 1973, MurA, 1973). En funcidn de lanterior se podria reitergue la
oxidacion del etanol eos ADH y bajo estas condiciones estdediada o catalizada
predominantemente via catalasf}

Como conclusién a este apartadgedria afirmarque la ADHhepéticaconforma un
sistema altamente eficaz en el metabolismo del etapttR$EN YoTROS 1983) deforma que
la funcién del MEOS y de la catalasa hepética en la oxidacion del etanlies. Encuanto
a la comparacion entre MEOS y catalasa, los datos apuntan a que la tiatedasea funcion
mayor respecto a la desempefiada por el MEOS.

Como se expusanteriormente, el etanoklespués de sungestion, seabsorbe
rapidamentedesde el acto intestinal y eddistribuido uniformemente en el agua del
organismo. Lavia paradisponerdel etanol es su oxidacion en el higado a AcH mediante la
accion de la ADH. Pdsriormente, el AcH es oxidadmor la ALDH dependiente de NAD
(ALDH, EC 1.2.1.3) a &cido acético. La ALDH essegundamayorenzima del metabolismo
del alcohol a nivel periférico y essponsable no solo de la oxidacdai AcH sino también
de la de otros aldehidos en el higado humano y otros tejidos de mamiferar(1979).

2.4.- Aldehido deshidrogenasa (ALDH).

2.4.1.- Aspectos generales.

Debido a sus efect@gudos y crénicos émumanos, el AcH ha recibido uagencion
considerable. La ALDH cataliza la oxidacién de AcH en el higado gtrels 6rganos ya que
al contrario que la ADH, que est& localizada principalmente kigado, IaALDH se localiza

practicamente en cualquier 6rgano del cuerpo.

En el cuadro siguiente se recogen algunos datos de la distribucion gatieidad que
presenta el enzima ALDH en diferentes tejidos (ver cuadro 1).
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Cuadro 1. Distribucion en tejidos data de la actividad de WWLDH medidapor la
oxidacion del indol-acetaldehidogBRricH, 1966)

Tejido Actividad
(nmol/min por mg proteina)

Higado 49.6
Rifién 9.0
Utero 4.4
Adrenal 2.9
Gonadas 2.0
Intestino delgado 1.6
Cerebro 1.0
Corazon 0.8
Adiposo 0.6
Pulmén 0.6

También, adiferencia de la ADHgue se encuentraxclusivamente en el citosol, la
ALDH se encuentra en los microsomas y en la mitocondria asi como en el citasric(Dy
OTROS 1976). Las formamultimoleculares detnzima,poseen diferentes propiedadisscas
y cataliticas, que se pueden encontrar en la mayoria de los organulos subcelulares.

La reaccion catalizadaor la ALDH esesencialmente irreversible en la direccién de la
formacion deacetato y la elevada eficienatatalitica de 1aALDH 1l y el alto rango de
reoxidacion deNADH a NAD" por lamitocondria permite el metabolismo del etanol en un
rango razonable en el higado.

aldehido + NAD + HO ----> acido + NADH + 2H

De hecho, parecgue la oxidacion del AcH en é¢ligado tienelugar en el espacio
matricial de la mitocondria y paregee unacisteina es elugar advo ya que elenzima es
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inactivado por compuestos como el p-cloromercuribenzoato, el disulfirdn y otros reactivos
conocidos que presentan un radical sulfidrilo.

2.4.2.- Isozimas.

2.4.2.1.- Composicion y polimorfismo isoenzimatico.

Aunque algunos estudios no han encontrado variaciones en los isozimas de ALDH
(STAMATOYANNOPOULOS Y OTROS, 1975) posteriormente, en otros, utilizando metodos de
electroforesis modificados se han observado al menos cuatro de los isozimas de la ALDH
(GoeDDE Y OTROS, 1979b; TENG, 1981). Asi, en este enzima, también se observa la
existencia de un polimorfismo (EHRIG Y OTROS, 1990).

En la actualidad ya han sido identificados, en seres humanos, doce genes de ALDH.
Estos genes, localizados en diferentes cromosomas, codifican un grupo de enzimas que
oxidan varios aldehidos aromaticos y alifaticos (YOSHIDA Y OTROS, 1998).

En este sentido, el locus del gen para la ALDH en humanos se asigna al cromosoma 12
(BRAUN Y OTROS, 1986; Hsu Y oOTROS, 1986). Asi, algunos estudios mediante la
electroforesis de isozimas de ALDH mostraron que la ALDH hepatica humana tiene al
menos cuatro isozimas principales con diferente movilidad electroforética (HARADA Y
OTROS, 1978b). También utilizando otra técnica isoeléctrica se ha demostrado la existencia
de cuatro isozimas de ALDH diferentes en rifion, higado, pulmén, musculo, corazon,
estomago, cerebro y bazo (GOEDDE Y OTROS, 1979a).

Los enzimas que oxidan AcH y otros aldehidos estan localizados en las regiones
mitocondriales, citosolicas y del reticulo endoplasmatico de la célula (DEITRICH, 1966).
Aunque hay multiples formas moleculares de ALDH en el higado humano, solo los isozimas
de la clase I y Il (E1 y E2) que son codificados por los lugares ALDH; y ALDH,
respectivamente, son los implicados en la oxidacion del AcH. De hecho, son los dos
isozimas mas relevantes de la ALDH hepatica (ALDH I 0 E1 ALDH Il 0 E2).

Estos isoenzimas difieren en sus propiedades funcionales y en su estructura. De entre

las propiedades cineéticas de los isozimas ALDH; y ALDHj, aislados de higado humano cabe
destacar las siguientes, la ALDH; y la ALDH, humanas son moléculas tetramericas, con
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subunidades de alrededor B80 aminoacidos (RNVALL Y OTROs 1987b).Ademés,ambas

son dependientes de NADPor otra parte, la ALDfpresenta una baja Km parafeH (2-3

MM) y un valor de Km altgpara eINAD (70 pM) y es predominantemente de origen
mitocondrial mientras que la ALDHiene una Km relativamente mayor (@) para el AcH

y una Kmbaja para eNAD (8uM) y se encuentra en abundancia en la fraccion citosolica
subcelular.

En condiciones normales eseglzima de la matriz mitocondrial, la ALDHel que es
efectivo en la oxidacion del Acporque esta presente mfativamentegrandes cantidades y
tieneuna Km muy pequefia para esildehido (BRUNNET Y OTROS 1973; OTTMAR Y OTROS
1973; Rxans, 1990). Como se heomentadohay otras formas diferentes de ALDH en el
citosol pero la ALDH citoplasmética no se adapta bien a la oxidacion de pequefias cantidades
de AcH y el tener unalta Kmpara esta sustancia y estar presente en pequefas cantidades
(DeITRICH Y OTROS 1972; RkaNns, 1990)haceque sean menos importantes quAldH, en
el metabolismo del AcH. El AcH que escapa a la oxidacion queda libre para difundir dentro de
la sangre o causa sus efectos toxicos mientras aun esta en el higadeNkK 0TRO$ 1975).

Como se ha&omentadolos isozimas de ALDH déigadohumanoson tetrameros que
constan de subunidades desiguales con un pedecular de 5800 y 54.200daltons,
respectivamente (&ENFIELD Y PETRuUszko, 1977; HARADA Y OTROS 1980a). Lasmdltiples
formasmoleculares de la ALDH muestran una heterogeneidad considerable en cuanto a su
distribucion de tejidos yrganos.Asi, deacuerdo con Greenfield y PietruszkiQ77) la
mayoria deisozimas de ALDH se encuentrgmincipalmente en el higado y en r@idn
mientras que en otrowjidos la presencia d®s mismos esvariable. Por su parte, los
eritrocitos solo contienen ALDHAGARWAL Y OTROS 1982a).

El isozima ALDH, fue detectado en estomag@yimones y como una débil banda en
bazo, higado y rifion. La banda del isozima AL, D¢ detectada en higado, rifion y una banda
de actividad débil en corazdntestinos y extractos de pidlos extractos deos foliculos de
raices de pelo humano mediante el tratamiento isoeléctrico mostraréh DRy destacada y
una debil banda del isozima ALDKGOEDDE Y 0TROS 1980).

Los isozimasALDH, y ALDH, aisladosdel cuero cabelludonostraron propiedades
cinéticas similares a larrespondientedel higadoAlgunos de losanalisis realizados con
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extractos de raices de pelo y anticuerpos contra la ALDH; hepatica mostraron una identidad
inmunoldgica entre la ALDH; de las dos fuentes comentadas (GOEDDE Y OTROS, 1985).

2.4.2.2.- Bases moleculares y bioquimicas de la anormalidad en la ALDH,.

En cuanto a alteraciones en los genes de ALDH, se han observado desoérdenes
metabolicos y problemas clinicos asociados con las mutaciones de los genes para la ALDH,,
la ALDH,, la ALDH,4 y la ALDH,( (YOSHIDA Y OTROS, 1998).

En relacion con el metabolismo del etanol, la expresion de la forma inactiva de la
ALDH,, también denominada variante oriental, genera un déficit en la capacidad para
metabolizar AcH (EHRIG Y OTROS, 1990). La causa subyacente para la deficiencia del isozima
podria ser una supresion en un gen que codifique para el enzima (TENG, 1981), una mutacion
estructural que lleve a la sintesis de una proteina enzimaticamente no funcional (YOSHIDA Y
OTROS, 1984; YOSHIDA Y DAVE, 1985; IMPRAIN Y OTROS, 1982; JONES, 1982) o una proteina
menos funcional (AGARWAL Y OTROS, 1984; FERENCZ-BIRO Y PIETRUSZKO, 1984a).

Algunos estudios ponen de manifiesto que la ALDH con una deficiencia de isozima
ALDH; tuvo una actividad menor para el AcH presentando al mismo tiempo una Km para el
AcH mayor que la ALDH usual. En este sentido, mientras que la actividad de la ALDH
normal fue inhibida entre un 20-30% con disulfiran, la actividad de la ALDH anormal fue
inhibida por encima de un 90% (HARADA Y OTROS, 1980b).

Asi, los valores obtenidos en relacion con la inhibicion de los isozimas ALDH; y
ALDH,; de la ALDH de higado humano por el disulfiran son del 44% y 68% de su actividad

respectivamente.

En este sentido, las diferencias observadas en la actividad metabolizadora para el etanol
y el AcH de las formas de los alelos para los enzimas puede ser parte responsable de las
amplias variaciones observadas en el rango del metabolismo del etanol en humanos. Por lo

tanto, las diferencias interindividuales en los patrones isoenzimaticos pueden contribuir a la
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predisposicion genéticamente determinada para la ingesta excesiva de alcohol (EHRIG Y

OTROS, 1990).

2.4.3.- Aspectos genéticos.

2.4.3.1.- Generalidades.

Aunque hay otros factores, como los culturales y los étnicos, considerados los
principales responsables de los diferentes patrones de ingesta de bebidas en una sociedad,
existe, sin embargo, un elevado nimero de estudios que indican claramente la implicacion de
los factores genéticos en la evolucion de los habitos de bebida en humanos. Asi, los estudios
genéticos revelan que no todo el mundo tiene el mismo riesgo de desarrollar desoérdenes
relacionados con el alcohol. La importancia de los factores genéticos estd siendo puesta de
manifiesto por los estudios de poblaciones y de familias tanto de gemelos como de adopciones
(PROPPING, 1977; HEATH, 1995; SORBEL Y OTROS, 1996). Asi, algunos autores (THOMASSON Y
OTROS, 1991; AGARWAL Y GOEDDE, 1992; HIGUCHI, 1994) defienden que las diferencias
farmacogenéticas entre los diferentes sujetos en su capacidad de metabolizar el alcohol
ingerido son, posiblemente, las responsable de las grandes diferencias interindividuales e
interétnicas observadas en el resultado del uso y abuso del alcohol. Por otra parte, los estudios
de gemelos y de adopciones han puesto de manifiesto que la heredabilidad del alcoholismo es

mayor del 50% (GOLDMAN Y ENOCH, 1990).

En este sentido, los enzimas implicados en el metabolismo del alcohol y del AcH
exhiben una gran heterogeneidad determinada genéticamente con polimorfismos de enzimas e
isozimas, lo cual lleva a una amplia variedad de fenotipos individuales en enzimas diferentes.
Se perfila asi la hipdtesis de que las diferencias individuales y raciales en el metabolismo del
alcohol estd determinada genéticamente por la variabilidad de los enzimas participantes, la
ADH y la ALDH (VON WARTBURG Y BUHLER, 1984; THOMASSON Y OTROS, 1991; HIGUCHI,
1994).
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Como se ha visto anteriormente, en los orientales que careceAldeHamitocondrial
de baja Km, se produce una acumulacion de AcH que genera sintomas de intoxicacion, lo que
se ha dado eltamar flushing Este sindrome daldehidoagudo es muyaversivo yaque es
similar a la inhibicion de la ALDHpor disulfiran, que es una droganpliamente utilizada en
la terapia clinica para el alcoholismodiin, 1973) y pareceor ello prevenir aestos sujetos
de beber alcohol.

Por otra parte,desde los resultados obtenidos en estuthasizados con diferentes
subgrupos de sujetos se ha llegado &itenacion de la existencia de una influergimética
en la ingesta de alcohdAsi, enlos alcohdlicos se observan ligeros aumentos de AcH en
sangre. Sin embargo, hay indicaciones de que el aldehidismo crénicsolo esnsecuencia
de una ingestaxcesiva de alcohdino quepuede reflejar también upatron enzimatico
preexistente que esta determinado genéticamente.

También se ha observadgue hay un fuerte contraste entre la susceptibilidad
relativamente alta deebedores ocasionales ydestacable resistencia déggunos bebedores
consumados. Esadiferencias en susceptibilidad podrian estar también determinadas por
factores genéticos.

2.4.3.2.- Formas de ALDH con alta y baja Km.

Aunquelos enzimas hepaticosquinos y humanos, s enzimas cerebralgsorcinos
son losque estan mejor caracterizados respecto a su mecanismoi@elos que han sido
mejor estudiados erelacion a su posiblenplicacién en el metabolismo del etahain sido
los enzimas hepaticos de rata. Como ya se ha expuesto, téfdo estudiado con
detenimiento parece contener varios isozimas de ALA&3H.se hgpodido observar que en el
higado deratas algunos isozimagnen unaalta afidad por el AcH, mientrasque otras
formas del enzima tienen una pobre o baja afinidad.

La mayor parte déos investigadores esta de acuerdo coitldéa deque en la ALDH
hepética de rathay formasmitocondriales, citosélicas y microsomakeparadas. Eeste
sentido, Siew y otros (1976) aislaron desde la matriz mitocondretizima ymostraron que
poseia una baja Km para el AcH. Como ya se expondra posteriormeiitel g encuentra
en cantidades muy pequeiias en el cerebro, de hechojdies de AcH ersangretienen que
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ser al menos de 20@icromolar antes dpoderdetectar algin AcH en el tejido cerebral
(SrPEL, 1974). De esta forma, no es sorprendente que en el cerebro existan también formas de
baja Km del enzima &N v DeITRICH, 1966; DuNCAN Y TipTON, 1971). Asi, cada region
evaluada delcerebro parece tener @nzima, y este es localizado tanto en regiones
mitocondriales como citosolicasrIN Y DEITRICH, 1966; DUNCAN Y OTROS 1975).

2.4.3.3.- Genética molecular de la ALDH humana.

El gen deALDH, codifica la mayorALDH , citosdlica que existe en bigado y en
otros tejidos. Desde un punto de vista genético su deficiencia tiene una frebaggoi@nos
del 10%, en orientales y caucasidgisentras que el geALDH, codifica la mayorALDH,
mitocondrial hepatica que posee una baja Km para el AcH. Sistbgue elalelo atipico de
la ALDH,., es comun para el 30% de los orientales, y los sujetos ebeleehLDH ., tanto
los homocigéticos comdos heterocigéticos tienen una ausenciaadtividad de IaALDH.
Estos sujetos son sensibles al alcohtiéyen unriesgo reducido dpadecer dafio organico
relacionado con el alcohol o de desarrollar alcoholisnasi{va, 1992).

La forma atipica de la ADH, la ADHque contiene unsubunidadbeta 2 en lugar de la
subunidadbeta 1, es sustancialmente diferente de la forma normal erprepgedades
cinéticas ademas de encontrarse con mayor frecuencial@ngaponeses, chinos y otras
poblaciones mongolas comparadas con caucasicos o hegresvid Y GOeDDE, 1992).

También se ha observadma granprevalenciapara el polimorfismo genético de la
ALDH. Asi, el 50% de loshigados de japoneseschinos poseen una ALDHhhactiva, el
isozima ALDH,, mientras que ningln caucasico 0 negro mostro esa anormaliskeivid Y
GoEeDDE, 1992). Unalelo inactivo de I2ALDH mitocondrial se asocia con #ushingy la
ingesta reducida dalcohol, este alelgpuede conferir mayor sensibilidad a algunos de los
efectos toxicos del etanol ¢GmAN ¥ ENocH, 1990). En las personas sensibles al alcohol en
funcion de una deficiencia en el alelo del isozima d&LIBH genéticamente controlada esta
puede desalentar las sujetos de irggir grandes cantidades de alcohol envila diaria
debido a su reaccicedversa al alcohalespués de la ingesta éste, yestar de esta forma
protegidos contra el alcoholismogARwWAL Y GOEDDE, 1987).
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En este sentido, laayoria ddos homocigiticos atipicoson ALDH,,., y la mayoria de
los sujetosheterocigoticosatipicosALDH ,., eran alcohdlicos que presentalfarshing y
todos los que tenian la ALDH normal no lo presentaban. Los japoneses caitelal atipico
tienen menoriesgo de desarrollar dafiepatico alcohodlico ques quetienen elALDH.,,.,
usual, seguramente déancién de su sensibilidad a la intoxicacion con alcohels(Sa,
1993).

Si se toma eronjunto alos orientales que poseen el gen deABDH, atipica se
obtiene que son mas sensibles a la respuesta ageidaa) tienden desalentarse de ingerir
alcohol y ademés tienen meni@sgo de desarrollar trastornos o dafelacionados con el
alcohol. Losavances recientes en genética molequleden posibilitalos estudios sobre el
analisis directo del genoma human@{AwAL Y GOEDDE, 1992).

2.4.3.4.- Isozimas de ALDH y metabolismo de aminas biogénicas.

Los sujetos con niveles elevados de AcH generalmente experimnemtenosoefectos
toxicos atribuibles a esta sustancia. Algunos autores han planteado la posibilidad de que los
niveles elevados de AcH g@ieran explicar una rppension al alcoholismalebida a la
produccién deniveles elevados deroductos de la condensacion dedatgecolaminas. Se ha
observado que los aldehidos producidos por las aminas biogénicas y el AcH formado a partir
del etanol pueden reaccionar para formasaloides, tales comlas tetrahidropapaverolinas
(THP) y las tetrahidroisoquinolinas (THIQ) Al2s Y WALsH, 1970; @HEN, 1976; @LLINS Y
OTROS 1973; EITRICH Y ERWIN, 1975; TABAKOFF Y OTROS 1973; BRIEN Y OTROS 1983).

Davis yWalsh (1970) sugirierogue las THP, que se formauor lareaccion de la
dopamina (DA) y el 3,4-dihidroxifenilacetaldehido (DOPAL), pueden tener un importante
papel en los efectos crénicos y adictivos del etanol. EIl DOPAL se produce en varios tejidos de
mamiferospor ladeaminacion oxidativa de BA, la serotoning5-HT) y la noradrenalina
(NA). Desdeesta postura splanteaque ya que el cerebro es la primenata para la
intoxicacion ylos efectos adictivos dellcohol, es importantentender laenzimologia de la
degradacion ddDOPAL en elcerebro humano. Elos estudios que se haealizado con
regiones cerebrales de muestras de autopsias p&tAleldependiente de la ALDH, se
encontrd la actividad de lALDH con el DOPAL como sustrato eextractos del cuerpo
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estriado. La mayor parte de kctividad se encdrd en las fraccionesnitocondrial,
microsomal y citosolicas pero no se detectaron en la fraccion nuclear.

2.4.3.5.- Defiencia de ALDH en diferentes poblaciones.

Se han observado diferencias individuales y raciales essfaiesta de euforia y de
disforia al alcohol en diferentes grupos étnicomgiales (VoLFF, 1972; EVING Y OTROS
1974). Asi, un numero considerable de sujetos orientaleshelencia mongola éndios
americanos tienen una mayor respuesiasss pequefias de alcohol comparaztos sujetos
caucasicos (B8ARWAL Y GOEDDE, 1987).

El AcH pareceser el pincipal responsable de la mayparte delos sintomas que se
observan en orientales e indios americanos en la respuesta de sensibilidad alAsicddl.
mayores niveles de AcH se han obtenido en individuos chinos y japoneses que muestran una
respuesta ditushingtras la ingesta de dodmgjas de alcohol (MRADA Y OTROS 1981; 1985;

GOEDDE Y OTROS 1983b).

En alrededor deb0% de japoneses ghinos, hasido detectada ycaracterizada
bioquimicamente una variante de la ALDWediante electroforesis estarianteexhibe una
actividad baja oinexistente en la oxidacion del AcH. hariante inactiva selebe a la
sustitucion de un Unico aminoacido en la ALDH lisinapor el glutamato. El alelo que
codifica el gen para la lisina es £LDH ., mientras que el de la forma glutamato es el
ALDH,.,. Losindividuos queson heterozigoticos u homozigéticos paraaélo ALDH.,.,
exhiben el fenotipo deficient®or lo tanto, laforma ALDH,., es la dominante @sB Y
OTROS 1983)

Por otra parte, se ha visto que el isozhdH , no esta presente en aproximadamente
el 50% de losespecimenes de higado personas japonesas d€bpDeE Y OTROS 1979b).
Posteriormente se ha confirmado que alrededob@l de loshigados degpersonaschinas
tambien carecen del isozima ALDHENG, 1981; Rcclarpl Y oTROS 1983). Encontraste con
la amplia prevalencia observatlasta ahora de la deficiencia en ALDH#h variacion en el
isozima ALDH es menos comun ¢Eey Y oTros 1986).Ademas, el examen atractos de
higado desujetos caucéasicos y orientalespeamitido observalos picos correspondientes a
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los isozimasALDH, y ALDH,. Sin embargo,los resultadosdel examen de extractos
hepaticos deficientes en ALDlihdicaron un pico menor RwWAL Y OTROS 1984).

En cuanto a la frecuencia de la ALRitpica endiferentes poblaciones se Wiato que
entre las muestraseleccionadas, con un promediowes 100 sujetos panuestra, no se
observa el isozima ALDjHtipico en europeos, egipcios o sudaneses, sin embargo, esta si esta
presente entre japonesegtnamitas achinos (®ebbe Y oTrRos 1982) demostrandademas
que la transmision de esta caracteristica deficiente esta bajo control gengtmuoe (GOTROS
1980; AGARWAL Y OTROS 1981Db).

2.4.3.6.- Isozima atipica de ALDH y sensibilidad al alcohol.

Los sintomas caracteristicos de la #@fidad al alcohol, elflushing incluyen disforia,
enrojecimientdacial, aimento de la temperatura corporal, molestias abdominales, debilidad
muscular, vértigo y un incremento en los latidos del coraz@ans®%¥972, 1973).

Durante unos afios seey6 que ldlamadaADH atipica,que se encontrd6 con una
frecuencia altamente significativa en orientales, podria oxidar el etanol a AcH més rapidamente
que la ADH normal y produciria asi las reacciones adversas que se observan tras la ingesta de
alcohol (SamaToyAnNOPOULOS Y OTROS 1975). Sinembargootros autores (GEDDE Y OTROS
1979b) hicieron urplanteamiento alternativo al anterioramileando que la sensibilidad al
alcohol observada entrgujetos deraza oriental podrialeberse a una incapacidgdra
metabolizar rapida gfectivamente el AcH comeonsecuencia de la ausencia de\ldDH .

Estas personas podrian ser expuestas a grandes concentraciones de AcH diesanlyrey
un aumento de las catecolaminas seguido por los sintonfasbiglg

Por otra parte, se ha comprobado que esta sensibilidad esamasla entre orientales
e indios americanos frente europeos ynorteamericanossituandose logorcentajes de
frecuencia de sensibilidad en torno al 85-95% y 4-12% respectivamemter(\A973).

Ademas, enfuncion de los datos obtenidospartir delos estudios corgemelos,

adopciones y familias estmpliamente aceptadijue lavulnerabilidad al alcoholismo esta
determinada por factores ambientales y genéticesrRaL Y GOEDDE, 1992).
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Otros datos que apoyarian el planteamiento anterior son la existencia de una correlacion
positiva entre el enrojecimiento facial, aumento de AcH en sangre y deficiencia de ADLH,
(GOEDDE Y OTROS, 1980). En experimentos en los que se midieron los niveles de etanol y de
AcH en sangre se ha obtenido que los niveles de AcH en sangre son significativamente
mayores en el grupo de sujetos orientales con ALDH, deficiente (34,4 umol/l) frente al grupo
sin esa deficiencia (2,1 pumol/l). Sin embargo, los niveles medios de etanol en sangre fueron
aproximadamente los mismos (10,3 y 10,93 umol/l) en los dos grupos (HARADA Y OTROS,
1981; 1985). Estos datos apoyan la idea (GOEDDE Y OTROS, 1979b) de que es la ALDH mas
que la ADH la principal responsable del aumento en los niveles en sangre de AcH asociado

con los sintomas de flushing en orientales (AGARWAL Y GOEDDE, 1987).

2.4.3.7.- Variacion de isoenzimas e incidencia del alcoholismo en Japon.

Como se ha comentado, la deficiencia en ALDH podria dar cuenta de la sensibilidad al
alcohol entre los orientales debido a su desajuste sobre la capacidad de oxidar el AcH ya que
aproximadamente el 50% de los orientales carecen de actividad en la ALDH, mitocondrial de
baja Km (HARADA Y OTROS, 1980b; YIN, 1994).

La afirmacion de que la deficiencia en el isozima de ALDH, tenga un posible papel
protector contra el alcoholismo entre los japoneses se apoya en datos en los que se comparan
sujetos alcoholicos con pacientes no alcoholicos y sujetos sanos como controles obteniéndose
que el porcentaje de deficiencia entre los alcohdlicos es del 2% mientras que entre los otros
dos grupos se obtiene mas de un 40% de sujetos con el isozima deficiente (GOEDDE Y OTROS,
1983a). Ademas, también se ha informado de que solo un porcentaje pequefio de japoneses
carentes de ALDH mitocondrial de baja Km se han encontrado entre los japoneses alcoholicos
comparados con el 50% existente en la poblacion total (HARADA Y OTROS, 1983a). Los sujetos
con el isozima deficiente podrian desarrollar una aversion fisiologica al alcohol. Ademas, la
incidencia del alcoholismo en Japon es considerablemente menor que en otras ciudades del
oeste. Sin embargo, esta asociacion necesita mas apoyo desde datos como la medida de los
niveles de AcH, los fenotipos de ADH, las reacciones de flushing asi como la prevalencia del

alcoholismo en las poblaciones japonesas y orientales, entre otros.
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En este sentido, variosstudios han informado de @orrelacion existente entre la
respuesta dtushingy los habitos de bebida en japoneses, chinos y coreanosi{g&Rs Y
OTROS 1982; SwAKI ¥ OHARA, 1985; SoiL, 1988). También se hanformado de que los
sujetos que muestran flashingrapido consumen menos cantidad de alcohol que los que no
lo presentan o que los que lo tienen lent®kR oTROS 1984).

Al igual que la mayoria de los mongoles como los chilossjaponeses y losoreanos,
los indiosamericanoson mas sensibles alcohol y muestrarflushing facial asociado con
varios sintomas vasomotores subjetivos y objetivos tras la ingesta de cantidades moderadas de
alcohol (WoLFF, 1973).

La proporcion de alcoholismo ha sidiempre menor entides japoneses, los chinos y
otros grupos étnico®lacionados con leaza mongola. En este sentidos individuos con
sensibilidad al alcohol en virtud de su deficiencia controlada genéticamente en el metabolismo
del alcohol pueden ser desalentados del abuso al alcohol debido a su inicial reaccion aversiva.

Todos estos datos son coherentes con la hipotesis de que una hipersengdniétea
a los efectos del alcohol previene a esos individuos de un alto riesgo de alcoholismo.

2.4.3.8.- Implicaciones de la variacion enzimatica en el uso y abuso del alcohol.

Estudiosrecientessobre genética humana , 1994; WAITFIELD, 1994; AGARWAL,
1997) indican que se puede heredar una predisposicion al dddusloohol y/o al desarrollo
del alcoholismoDesde lagenética molecular se ha llamado la atensidbre elimportante
papel ddos enzimas quenetabolizan etanol y AcH comson la ADH y la ALDH en el
estudiodel alcoholismo. En este sentido, se \isto la existencia de umolimorfismo
funcional en algunos genes que codifican gstakeinas de enzimasstopodriagenerar una
alteracion en elango de sintesidel AcH o disminuir su oxidaciéposterior. Unaseleccion
de este polimorfismo genético podria actuarlgunas poblaciones, como jigponesa, del
mismo modo que un factor de proteccion contrabeiso al alcohol y los dafieslacionados
con este. En este sentido, los sujetos con una sensibilidad al alcohol cogeaktiamente
por la anormalidad contenida en su alelo pardlBH ,., tienen un aspecto positivo frente al
consumoexcesivo de alcoholPor otra parte, los sujetos con efjenotipo heterocigoético
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ALDHj+; (ALDHjy#/5%;) tienen un mayor riesgo de desarrollar dafios en los oOrganos
relacionados con el abuso del alcohol que los sujetos con genotipo homocigdtico ALDH,« 2+
(AGARWAL, 1997).

Por otra parte, los estudios de familias de sujetos alcoholicos indican que la heredabilidad
del alcoholismo es al menos del 50% (FERGUSON Y GOLDBERG, 1997), esto ha generado
multiples investigaciones en un intento de identificacion de los marcadores bioldgicos para
determinar el riesgo de alcoholismo; mas concretamente, de los marcadores de rasgo, de entre
los que cabria destacar los marcadores genéticos. Estos ultimos presentan una serie
caracteristicas como son: estar asociados con un subtipo concreto de enfermedad, ser
marcadores de estado independiente, ser heredables y segregar con la enfermedad en familiares
afectados (CLEMENTE Y SANCHEZ-TURET, 1999). Asi, los polimorfismos de ADH y de ALDH,
mas concretamente los genotipos de la ADH,+;, la ADH,+, y la ALDH,+,, parecen conferir un
efecto protector frente al riesgo de alcoholismo, sobre todo en sujetos orientales.

2.4.4.- ALDH y otros enzimas como marcadores del riesgo de alcoholismo.

El interés por los marcadores se deriva de un interés por la prevencion primaria ya que
esta posibilidad permite diagnosticar la enfermedad en estadios iniciales mas reversibles. En
este sentido, la idea de la posible existencia de un determinante genético para la ingesta de
alcohol y su abuso subsiguiente ha llevado a la busqueda de un marcador biologico para el
alcoholismo.

Como marcadores genéticos de la predisposicion al abuso del alcohol y al alcoholismo se
han sugerido varios genes especificos, entre ellos estan los enzimas que metabolizan alcohol
como son la ADH y la ALDH (AGARWAL Y GOEDDE, 1992).

Varios estudios ponen de manifiesto que los eritrocitos poseen una actividad significativa
de la ALDH (MARING Y OTROS, 1982; INOUE Y OTROS, 1982). La ALDH eritrocitaria parece ser
similar a la ALDH mitocondrial de baja Km. Algunos autores (TOWELL Y OTROS, 1986) han
observado que la expresion de la actividad de la ALDH eritrocitaria en términos de
hemoglobina es preferible a la expresion en términos de volumen de eritrocitos. Se ha
observado un decremento significativo en la actividad del isozima de ALDH eritrocitaria de
alcohdlicos crénicos cuando se compararon con sujetos sanos, pacientes psiquiatricos no
alcohdlicos y sujetos no alcohdlicos que presentaban dafio hepatico (AGARWAL Y OTROS,
1982b). En la comparacién de sujetos sanos con otros que abusaban del alcohol se obtuvo
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que en estosltimos la media de IALDH eritrocitaria era ur80% menor (OWELL Y OTROS
1986). Segun esto lmedida de I&ALDH en los eritrocitos podria servir como marcador
bioquimico del alcoholismo.

Otro grupo demarcadoresson los relacionados corotros enzimas yvias de
neurotransmisoredAsi, entrelos individuos caucésicos que abusdel alcohol y en sus
familiares de primegrado se haletectado una mena@ctividad de lanonoamino oxidasa
(MAO). También se observana menoiactividad de la adenilato ciclasaguramente como
resultado de la inhibicion de lproteina G.Hay marcadores relacionados con vias
serotoninégicas, muscarinicas y dopaminérgicas. En este gliipo demarcadores, se ha
visto tambiéruna asociacion entre la herencia dielo A1l del receptor Dde la DA y la
susceptibilidad al alcoholismoAdemas, las caracteristicas electrofisioloégicas de los
alcohdlicos y ddos sujetos con riesgo de desarrobégoholismo harsido identificadas e
incluyen una menor amplitud de los potenciales cerebrales evocados y, después de la ingestion
de etanol,una actividad del electroencefalogram{@&@EG) caracteristicacon ondas alfa
(FERGUSON YGOLDBERG, 1997)

También se haropuesto a lgatalasa eritrocitaria como un marcador biologico de la
afinidad del organismo para ingerir alcohoR{BON Y 0TROS 1985b; AT Y ARAGON, 1988)
ya que se ha observado queaddividad de la catalasa sangre presenta urtarrelacion
significativa y positivacon el consumo posterior dganol en ratas que no han tenido
experiencia previa con el alcohol.

Asi, los datos obtenidos con sujetos humanos apoyadeka de que la catalasa
eritrocitaria podrisser un buermarcador de la propension tes organismos a consumir
alcohol. En este sentido se ha obtenidoeftLING Y OTROS 1995) que los sujetos con
historia familiar de alcoholismo (FHpresentan mayor actividad de la catalasalogiesujetos
que no tienen una historfamiliar de alcoholismo (FH De este modo, la relacion entre
catalasa e ingesta de alcohol para el prigmpo (FH) fue significativamente mayor
comparada con los sujetos (FH

La actividad de IaALDH en sangretambién hasido propuesta como un posible
marcador para la deteccion del alcoholismorfar Y HELLSTROM, 1983).
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También se ha planteado que la catalasa cerebral y la ALDH, los enzimas que controlan
la produccion y la eliminacion del AcH en el cerebro podrian representar un sistema de
marcadores bioldgicos subyacentes a la afinidad de los animales para consumir etanol (ARAGON
Y AMIT, 1985). Los datos que demuestran que los niveles de actividad de estos enzimas estan
positivamente correlacionados con la ingestion de alcohol parecen sugerir que es probable que
la actividad del enzima pueda servir como un predictor de la propension a beber alcohol.

Otros autores han implicado al AcH como posible marcador bioldgico para el
alcoholismo (Goebpe Y OTROS,1979b;1983a, HARADA Y 0TR0S,1983b; scHuckiT, 1980), mas
concretamente las concentraciones de AcH ligeramente elevadas.

Como puede observarse, los marcadores propuestos son multiples, sin embargo,
estudios recientes, plantean que el peso de la evidencia derivada de los estudios con animales y
humanos utilizando aproximaciones genéticas, bioquimicas y conductuales lleva a proponer la
actividad de la catalasa cerebral como marcador de la propension de los organismos a la ingesta
voluntaria del alcohol —no al alcoholismo— (smiTH Y 0TR0S,1997).

2.4.5.-Inhibidores de la ALDH.

A continuacion se presenta un breve resumen de los inhibidores del enzima ALDH, la
seleccion de los mismos se ha basado en 2 criterios, por una parte, el grado de utilizacion
clinica y experimental y, por otra, la eficacia o potencia en la inhibicion del enzima.

Algunas de las sustancias que se utilizan en la terapia farmacologica para el tratamiento
del alcoholismo tienen una caracteristica basica comun que determina la utilizacion como
candidata a este tratamiento; esta caracteristica es la inhibicion de la ALDH. Por su parte,
algunos autores (BRIEN Y LOOMIS, 1985; GIANOULAKIS Y WAELE, 1994)han planteado una serie de
caracteristicas para los farmacos utilizados en el tratamiento del alcoholismo, estas
caracteristicas serian las siguientes:

-La generacién de una prevencion en el desarrollo del alcoholismo en los sujetos de alto
riesgo.
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- Una inhibicién altamente selectiva para la ALDé&paticasin inhibir a otrosenzimas,
ademads, podrianhibir preferentemetne la ALDHhepética de baja Km. Estsegunda
caracteristica es importante gae cuando esta inhibida la ALDkepatica de baja Km, las
concentraciones de AcH hepético y sanguineo aumentan. La magnitud de este incremento no
solo esta determinada por el rango de formacion de AcH vy la extension de la inhibicion de la
baja Km,sino también por la actividad de [aALDH de alta Km. Siambos tipos estan
inhibidos, se obtendrian elevaciones de AcH de manera persistente tras la ingesta de etanol que
serianlos responsables de la produccién de loshias cardiovasculares y la hepatoxicidad
en el paciente.

- Un comienzo rapido panaroporcionar una proteccidnmediata frente abosterior
consumo destanol quedleve a unbloqueo en la progresidtel alcoholismo en las estapas
tempranas de la enfermedad.

- Asi como una inhibicién detnzima lo suficientementguradera como para permitir
una administracion diaria de la droga 0 menos.

- El mecanismo de inhibicion de la ALDH wieberiaserirreversible para no necesitar
una nueva sintesis de proteinas para tener el enzima activo de nuevo.

- Con un nivel degoxicidad bajo y un alto imck terapéutico para suso clinico que
implique una mejora en sus resultados a largo plazo.

Si se tienen en cuenta las caracteristicas anteriores, el nimero de inhibidores utiles en la
préactica clinica se reduce considerablemente disulfiran, cianamida, y nitrefazol, entre otros.

Asi, el inhibidor competitivin vitro mas potente de la ALDH es dtloroacetaldehido
o cloral hidrato. La constante de inhibicion (Ki), para este compuesto se encuentra en el rango
de 1-10 micromolar para las diferentes formas del enzima (®Tros 1976).

El 3-bromoacetilpiridinobutil y el 3-bromoacetilpiridiniopentildifosfoadenosina son

eficientes inactivadores de varideshidrogenasas dependientied NAD, incluyendo las
ALDH del higado.
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Otros compuestos son conocidos inhibidores de la ALDH. Quiza el méas estudiado es el
disulfirdn. Un segundo compuesto qtambién se utliza en el tratamienttinico del
alcoholismo es la cianamida gfiposit) (Kitson, 1977a). Elefectoclinico delas drogas
utilizadas en el tratamiento del alcoholismo éstéado en ungaccidnaversiva inducida por
el incremento en los niveles de AcH tras la ingestiéetaieol, yaque se haisto que aunque
disulfirdn y cianamida no tienen una estructyuémica comun, etos sujetos humanos o en
los animales experimentales pretratados cestos dos inhibidores, se altera la
biotransformacion dettanol, lo cuabenera una acumulacion de AcH erhiglado y en la
circulacién sanguinea sistémica que podria desalentar al posterior consei@eotéBRIEN Y
Loomis, 1983).Este hecho ha posibilitado que para algunos autoresdh Y oTROS 1992;
BREWER 1993; KRISTENSON 1995; FNNEY Y MONAHAN, 1996) esto$armacos constituyan uno
de los pocos tratamientos efectivos para el alcoholismo.

2.4.5.1.- Disulfiran.

El disulfirdn ha sido, yes, ampliamente utilizado como un agente averkmate al
alcohol porque inhibe la oxidacion del acetaldehido llevando asi a diferentes reacciones toxicas
(CHicK Y ERIksON, 1996). Los sintomas de la llamaReaspuesta Etanol-Disulfirdn (RED) son
muy parecidos a losintomas de la sensibilidad al alcohsbciados con ldeficiencia en el
isozima ALDH,.

Una propiedaccomun de todas las ALDH conocidas es su sensibilidad al oxigeno y
todastienen almenos un residualtamente reactivo de cisteina. En el caso daLBH
dependiente de NAD se logra una oxidacién similar con disulfiran. Este reactsarbamil
disulfido sustituido, en un primepaso causa un intercambio disulfidico con glupo
sulfidrilo (SH) reactivo de laALDH y tras este se produce la liberacidlel acido
ditiocarbamico y la formacién concomitante de un puente de cistina. La modificacién de las
cisteinas residuales de la ALDH por los reactivos del grupo sulfidd@@mcetato, disulfiran o
los iones damercurio (HJ") se acompafia parcial o totalmente dpdedida de laactividad
enzimatica (lHMPEL Y oTRos 1980). Ademas, como ya se comentd anteriormeatdas
cisteinas podrian ser las partes constitutivas del lugar activo de los enzimas.

En algunos estudiom vitro se ha obtenido que ehzima citosélico hepatico de
diferentes especies animales copuar ejemplo los ovinos (KrsoN, 1975) y los caninos
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(SANNY Y RYMAS, 1993) es més reactivo al inhibidor que los enzimas de la mitocondria. Este es

un hallazgo inesperado ya que la mayor parte del AcH es metabolizado en la mitocondria.

El disulfirdn como inhibidor de la ALDH hepatica produce una inhibicion irreversible de
este enzima (MARCHNER Y TOTTMAR, 1978) con un comienzo lento, 12horas, y cuya accion es

de larga duracion, 6-10 dias, en humanos.

El disulfiran no es un inhibidor selectivo de la ALDH ya que inhibe también a la
dopamina-fB-hidroxilasa (DBH) (TOTTMAR Y HELLSTROM, 1979) y al citocromo P-450
microsomal hepatico. Sin embargo, in vitro el disulfirdn inhibe principalmente al isozima de
alta Km (GREENFIELD Y PIETRUSZKO, 1977; MARCHNER Y TOTTMAR, 1978). Esta discrepancia
se puede resolver ya que tras el estudio de las propiedades inhibitorias de los productos
resultantes de la degradacion del disulfiran, se ha obtenido que el dietilamino inhibia
principalmente al isozima II de la ALDH con una baja Km para el AcH (HARADA Y OTROS,
1982). Es probable que in vivo el dietilamino inhiba al isozima ALDH, generando una
acumulacion de AcH, de esta forma puede existir un mecanismo subyacente comun para la

RED y para la sensibilidad al alcohol en los orientales con una ALDH, deficiente.

2.4.5.2.- Cianamida.

Se sabe que la cianamida in vivo es un potente inhibidor de la ALDH hepatica de raton. A
diferencia del disulfiran, que produce inhibicion tanto in vivo como in vitro, la cianamida
parece incapaz de inhibir la ALDH in vitro, en ALDH purificada, ejerciendo su inhibicién sélo
in vivo (DEITRICH Y OTROS, 1976; DEMASTER Y OTROS, 1982). Sin embargo, respecto a este
ultimo punto existe cierta controversia porque se ha obtenido también que la ALDH
mitocondrial de baja Km es inhibida por la cianamida in vitro (MARCHNER Y TOTTMAR, 1976b;
1978).

Para ser una especie inhibitoria, este compuesto parece requerir, la activacion enzimatica

de la carbimida, que es el producto hidrolitico del calcio carbimida, generando una inhibicion

reversible del enzima (LOOMIS Y BRIEN, 1983a). Sin embargo, los datos con didlisis sugeririan
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que la inhibicidén que resulta de su accion es irreversible (DEITRICH Y OTROS, 1976) ya que

mediante esa técnica no se logra revertir la inhibicion.

Los estudios con humanos ponen de manifiesto que el comienzo de la inhibicidon que esta
droga lleva a cabo es rapido, lhora (OBACH Y OTROS, 1986), el curso temporal de la
concentracion de cianamida en el plasma humano, tras la administracion oral de dosis
terapéuticas de esta droga (1 mg/kg), indican que esta presente en plasma al menos durante 8
horas, siendo la vida media de este compuesto de 2 horas (PRUNONOSA Y OTROS, 1986), en
cuanto a la duracion de la accion se ha visto que es aproximadamente de unas 24 horas

(DEITRICH Y OTROS, 1976; BRIEN Y OTROS, 1978).

Al contrario que el disulfuran, no inhibe la DBH ni al citocromo P-450 microsomal
hepatico (TOTTMAR Y HELLSTROM, 1979), pero si la actividad catalitica de la catalasa (SHIROTA
Y OTROS, 1987a, b; 1996). Ademas de no inhibir sélo la ALDH de baja Km sino también la de

alta Km (MARCHNER Y TOTTMAR, 1978; BRIEN Y OTROS, 1985).

2.4.5.3.- Coprina.

Muchos otros compuestos tienen la habilidad de inhibir a la ALDH. Entre ellos, la
coprina (Coprinus atramentarius) o N-5(1-hidroxiciclopropil) glutamine, un compuesto
localizado en algunos champifiones o setas, también inactiva a la ALDH (HELLSTROM Y
TOTTMAR, 1982). Parece ser que, al igual que en el caso de la cianamida, necesita convertirse
en un compuesto modificado que inhiba al enzima. Este compuesto farmacologicamente activo

es el 1-aminociclopropanol (MARCHNER Y TOTTMAR, 1978).

En la rata, al igual que la cianamida tiene un rapido comienzo y de la misma forma que el
disulfiran una inhbicion de larga duracion. Se ha visto que este compuesto genera una
inhibicion irreversible dosis dependiente de la ALDH de baja Km sin afectar a la ALDH de alta
Km (MARCHNER Y TOTTMAR, 1978) ni a la DBH (TOTTMAR Y HELLSTROM, 1979). Sin
embargo, su uso no se ha extendido ya que se ha observado que es toxico en los animales

experimentales.
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2.4.5.4.- Pargilina y Reserpina.

La pargilina y la reserpina, dos compuestos empleados a menudo en el estudio de los
neurotransmisores, también han demostrado ser inhibidores in vivo de la ALDH. En este
sentido, se ha obtenido que la pargilina inhibe la ALDH hepatica alrededor de un 58%
(DEMBIEC Y OTROS, 1976; FERENCZ-BIRO Y PIETRUSZKO, 1984b). Aunque para ejercer esta
inhibicién in vivo sobre la ALDH, la pargilina, requiere de una depropargilacion metabodlica
para ejercer su accion (SHIROTA Y OTROS, 1980).

2.4.5.5.- Metiltetrazoletiol.

Este compuesto es el lugar activo de los antibidticos cefalosporinos, como el
cefamandole, el cefoperazone o el latamoxef (MATSUBARA Y OTROS, 1986; KLEIN Y CUNHA,
1995). Es el responsable de una reaccion similar a la reaccion producida por el disulfirdan en los
sujetos que ingieren alcohol mientras toman estos antibidticos (BUENING Y WOLD, 1982). Este
inhibidor produce una inhibicion selectiva de la ALDH de baja Km, con un rapido comienzo y
una inhibicion de larga duracion (BRIEN Y OTROS, 1985). Tanto la inhibicion de la ALDH como
el aumento de los niveles de AcH en sangre son dosis dependiente. Sin embargo, la elevacion

de los niveles de AcH en sangre es menor que la que genera la cianamida.

2.4.5.6.- Nitrefazol.

Junto con el disulfiran en Estados Unidos y la cianamida en Europa, el nitrefazol es otro
de los agentes utilizados para inducir aversion al alcohol mediante la generacion de nauseas y
otras sensaciones desagradables cuando su administracion se realiza al mismo tiempo que el
consumo de alcohol (GATCH Y LAL, 1998).

Esta sustancia ha demostrado en diferentes estudios (KODA Y OTROS, 1984; ZORZANO Y
HERRERA, 1990a, b; VERBANK, 1995) con ratas y humanos que produce una inhibicion
irreversible de la ALDH de baja Km, con un rapido comienzo y una prolongada duracion de la
inhibicién. Sirva a modo de ejemplo que en un estudio realizado con sujetos humanos la
duracion fue de 7 dias, ademas, los datos indicarian que la inhibicién que produce es mayor que
la producida por dosis similares de disulfiran. Al igual que en el caso del metiltetrazoletiol nos
encontramos con una inhibicidon y un incremento del AcH en sangre que son dosis dependiente,

y al igual que la cianamida, no inhibe la DBH.
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En relacién con el alcohol, se ha investigadm{@s Y oTros 1985) elefecto del etanol
tras el pretratamiento con nitrefazol, los datos indicaron un aumento en los niveles de AcH tras
la administracion detanol, asi como en tamperatura de la piel y en ringo cardiaco, al
mismo tiempo se generd una dismunicion en la presidguinea distdlica y en la resistencia
periférica total.

A modo de resumemabriasefialar que el polimorfismo genético Wes enzimas
implicados en el metabolismo del alcohol es importante para determimangs del
metabolismo del etanol y el deis respuestdssioldgicas. Asi, la deficiencia en el isozima
ALDH, que genera una acumulacion de AcH ens#mgre da como resultado una
vasodilatacion asociada con los sintomas desagradables o disforicos observados tras la ingesta
de alcohol. Esta deficiencia enzimatgenera un aumento éos niveles de AcH ersangre
tras la ingestion de etanol que parsee el responsable derizaccion ddlushing observada
entrelos japoneses. Por lanto,todo lo anterior pone de manifiesto relevancia de la
ALDH, de baja Km hepatica en la oxidacion hepética del AcH derivado de la ingesta de etanol
en humanos.

En los apartados que se presentan arm@uion se expondrdlos datos eistentes
acerca de los enzimas presentes a nivel central que pueden estar implicados en el metabolismo
de esta sustancasicomo laspruebas de l&xistencia de AcH formado centralmente y su
posible mediacion en algunos de los efectos psicofarmacoldgicos atribuidos al etanol.
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l1l. METABOLISMO CENTRAL DEL ETANOL.

1.- Pruebas para la existencia de un metabolismo central del etanol.

A pesar de los datos obtenidogasor delos efectos reforzantes del AcH no se ha
aceptado totalmente la idea de una mediacion o implicacion del Aaldumos de logfectos
psicofarmacolégicos del etanol. Decho, en la actualidadste aspecto sigue sienchotivo
de controversia.

El apoyo a estplanteamiento presenta una serie de dificultades entre lasahae
destacar la dificultad de detectar Adths la exposicidrdel organismo a la ingesta de
cantidades normales de etanoki&soN 1980) ya que emnetabolismo hepatico del AcH
mediante la ALDH no permite que con un consumo moderado de ptantitamenteinguin
AcH escape del higado y alcance el sistema nervioso cEsiial). Ademas, se hplanteado
la existencia de una barrera enziméatica cerebral al AcH presente en la sangre ygomfeda
ALDH (SippPeL, 1974; AVATKIN, 1990; 1991), de tal forma que el cerebstarigprotegido de
ese AcH formado en la periferia d@ganismo que pudiera escaplat higado, aimenos en
concentraciones moderadas.

Este aspecto nos lleva a una cuestion de gran importancia , si el AcH naipareekzar
la barrera hematoencefalica (BHE) debido a la presendfd.del, como puede entonces ser
responsable de los efectos psicofarmacoldgicos del etanol.

Como forma de resolver este problema se ha planteamioi (Sotros 1997; AMATKIN
vy DEITRICH, 1997) que esecesario que el AcH se forrdegectamente en el cerebro para asi
intentar adscribirle la paternidad de las propiedades psicofarmacoldgicas del etanol.

Este metabolismo central del etanol requeriria la existencia de la magemnzamatica
necesaria para su oxidacion y posterior degradacion de sus metabolitos.

Asi, la acumulacion central podriger el resultado de la idacién del etanol

directamente en alerebro. En el punto siguiente se presentaran las pruedhaerale la
localizacién central del AcH a partir del metabolismo del etanol en el SNC.
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2.- Sistemas enzimaticos.

Respecto a las herramientesziméaticas necesarias para metabolizar etanoived
central se sabe que el cerebro pdes@nzimas necesarios para la formacion y degradacion
del AcH.

Asi, la ADH lIl, por su parte, ha mostradolo unadébil capacidad de oxidar etanol en
el cerebro (BissSweNGER Y 0TR0Os1985). Del MEOS, y més concretamente RI&l50también
ha sido establecida su presencia en el cerelr{S otros 1993) y ercultivos primarios
de astrocitos (MNToLIU Y OTROS 1995). Del sistema catalasgdy sabemos quambién esta
presente (RAGON Y OTROS 1992a; ZATKIN Y LINDROS, 1996) y quepuede oxidaretanol
(CoHEN Y 0TROS 1980). Sin embargo no tiene una distribucion homogéreaBN Y OTROS
1981) y puede no estar presente en |los astroCiBPBEAG Y OTROS1993).

En los apartados siguientes se expondran los datos que indicarian que el AcH puede ser
formado directamente en el tejido cerebral y lpgeenzimasresponsables de su formacién y
degradacion en el cerebro tienen doacion reguladora en las conductas inducidas por
etanol, como por ejemplo en el consumo voluntario de etaratOA Y oTROS 1985b). Estos
hallazgos proporcionan una clara evidencia de la implicacion del AcH central en la mediacion
de las propiedades psicofarmacologicas del etanol.

2.1.- Alcohol deshidrogenasa (ADH): Localizacién cerebral.

Como se ha comentado anteriormente la conversiGetat®l a AcH la catalizatres
sistemas enzimaticos generales como son la ADH, el citocromo P-450 y la catalasa.

La presencia de lactividad especifica de WDH en el cerebro fue demostrada por
primeravez por Raskin y Sokoloff (1968) que incrementaronalzividad del enzima
emparejando la oxidacion de etanol a AcH con la reduccion éddédto a 1,propanediol.
Los primeros estudios que szmalizaron para la deteccion A®H en elcerebro indicaron la
existencia de muy pocactividad deeste enzima en eerebro (RskiN v SokoLorr, 1970;
1972) o de AcH en el fluideerebroespinal de sujetos alcohdlicos intoxicadasogos v
HiLLeom, 1979). Estos datos han generado que durante ntiecmoo hayasido discuta la
existencia de una cantidad significativa de ADH en el cerebro.
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Méas tarde,experimentos con inmunohistoquimica permitieron la deteccidkDdi¢ en
el citoplasma de algunas neuronas de la corteza cerebral, sobre losic@erposnamilares,
la sustancia gris periacueductal, el hipotdlamo, el tallo infundibular de la pituitaria y en células
de Purkinje del cerebelo (BLER Y 0TROS 1983; KERR Y OTROS 1989).

En cerebro bovino, las regiones que presentab@idad de I&ADH fueron en orden
decreciente (GERNIKEVICH Y OTROS 1984):

- cerebelo

- sustancia blanca de los hemisferios
- sustancia gris y

- subcortex.

En 1975 se aislo ADH del cerebro id¢a (TaBAKOFF Y VON WARTBURG, 1975), elpeso
molecular del enzima de RDH aisladapor Tabakoff y Von Wartburg(1975)era deunos
80.000, mostrando lactividad méaxima a un pH de 9.8una inhibicién del98% de su
actividad por 1mM de pirazol, estos datos son similares a los encontrados para el higado

La actividad especifica de la ADH cerebral purificada, determipadéa producciéon de
NADH, fue igual a 0.06 nmol/min/mg daroteina y la habilidad méxima detrebro para
oxidar etanol, calculado a un pfikioldgico, fue de alrededor de 0.4 nmol/min/g de cerebro
(VONWARTBURG Y OTROS 1975).

El enzima se encontro en el citosol ynétleo, pero no se detect6 les microsomas 0
mitocondrias, esta localizacigpor tanto estdlimitada al citoplasmaneuronal ysolo para
algunas neuronas. La restriccidael enzima a un pequefimimero de neuronas en el SNC
puede ayudar a explicar la dificultad en demostrar la existencenziata en la totalidad de
los homogenados cerebrales. Ademas, podria indicar quévidad de 12ADH a nivel local
de las neuronas puede ser importante aunque a nivel global su actividad sea baja.

De la ADH existen varios isozimas que se diferencian por su afinidad @@nel y la
facilidad con la que el isozima puede ser inhibido por el pirazol€¢ Y Bazzong, 1983). La
significacion de la localizacion de ADH depende déos isozimas que estén presentes. Por
otra parte, los informes sobre la proporcion del enzima en el cerebro salbaonsistentes.
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Asi, algunos estudios han encontrado isozimas con ataaKm, aproximadamente de
0,15mM, para el etanol (BLER Y 0TROS 1983) y otros con uniaaja Km, mayor de 500mM,

en varias especies animales incluyendo a los humanos, (F992; Gri Y oTrRos 1989; JLA

Y oTROS 1987). Esto pone de manifiesto que las concentraciones de etanol en el cerebro deben
ser muy altas antes de que la ADH pueda desempefiar una funcion en la convetsioal de

a AcH.

En el cerebro humano la Unica forma presente de ADH en cantidades significativas es la
claselll de la ADH. Este enzima haido identiicado, aislado y caracterizado, y sus
propiedades son idénticas a las de la misma forma de ADH del higado y de la placenta.

La claselll de la ADH estd ampliamentelistribuida en elcerebro, sobre todo
concentrada en la capa subependimialsyareaperivascularessto se observo en el cortex
cerebral, elsubcortex, el tallo cerebral y el cerebeloir{Gr oTrRos 1989). Entre sus
caracteristicas presenta una afinidad muy pajeel etanol y, como consecuencia de esto, las
oportunidades para la oxidacion del etaswh bastantémitadas(Km mayor de 2,5 M). De
hecho, esta concentracion nopsede lograr en el cerebro ni siquiera bajo una intoxicacion
severa con etanol (&Y oTros 1989).

La presencia deADH Ill con propiedades similaresambién se ha demostrado,
mediante procedimientos bioquimicos e inmunocitoquimicos, en el citoplasma y el nacleo de
las células del cerebro de ratafBeER Y OTROS 1983; BORRA Y OTROS 1992). Eneste sentido,
se ha obtenido que (IRcaN Y oTROs 1976),usando anticuerpasontra laADH de higado de
rata, una proteina de higado y de cerebro de rata comparten antigenos comunes.

La actividad de I3ADH se erontré en capilares sanguineos, astrocitoeyronas de
varias regiones cerebrales, la maxima actividad del enzivia se lacélulas de Purkinje del
cerebelo,las neuronas motoras y algunas neurocaérgicas y aminérgicas dehllo
cerebral. Sin embargo, &tividad de 12ADH con eletanol comasubstrato no fueetectada
en el cerebro por histoquimica.

Asi, por una parte encontramos que la ADH Ill no parece tener parte en el metabolismo
del etanol, sirva como ejemplque la actividad de laADH cerebral bovinafue la
cuatromilésima parte de la actividad de ese enzima en el higagng&vicH Y oTRos 1984)

Yy, por otra, los datos indican que la ADHdarece estar ausente del cerglwoano. Sin
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embargo, no se excluye fsosibilidad de que I&ADH oxide etanol enalgunas células
especificas del cerebro. Asi, A®DH cerebral puede actuar como ueductasa, reduciendo el
AcH, producido por el citocromo P-450 o por la catalasdtu, a etanol y también eliminar el
excedente de AcH en las células que poseeraiaaactividad de IALDH (CHERNIKEVICH Y
OTROS 1984).

Ademas, los estudiosrealizados con diferentes cepas de ratones han puesto de
manifiesto que lactividad de I2ADH en el striado fueron mayores éos ratones C57BL
comparados con ur@epa de rattes albino.Ademas, erambas cepas de ratones el cortex
cerebral, el estriado, ekerebro medio y el cerebrefaeron capaces de oxidar etanda el
sistema de la ADH (lbssiHA 1985).

Quiz& una de las posibles funciones de la Ad@¥ebral sea la oxidacion de alcoholes
grasos de larga cadenai®Gr otros 1989). Laclaselll de la ADH esidéntica a una
deshidrogenasa drmaldehido dependiente de glutationaoifisaLo v oTrRos 1989).
Ademas,una ADH con propiedades simiég hasido encontrada en el cerebro de ratén
(Rourt, 1992). Portra parte, laADH de mamiferos también hmostrado su funcién en la
conversion de retinol a retinaldehido el cual es convertido a acido retipdica,ALDH, que
desempeiia un papel en el desarrdéb tubo neural enlos embriones devertebrados
(DuesTeR 1991). Asi, los defectos del tubo neural inducidos petaglol,pueden ser debidos
a la oxidacion del retingbor la inhibicion del etanol (SEaN v DUESTER 1983; JESTER
1994). Lapresencia dADH I, deshidrogenasa dermaldehido dependiente de glutationa,
en el cerebr@odria reflejar lanecesidad de una sustancia quéle como neutralizador del
formaldehido para la citoproteccionddts Yy oTros 1994).

2.2.- Citocromo P-450 2E1: Localizacion cerebral.

La presencia de CYP-450 en el cerebro fue obsempadarimeravez por Sasame y
otros, (1977). Mas tarde, la habilidad para metabakieaobidticos se demostré para cerebro
de raton (RVINDRANATH Y ANANDATHEERTHAVARADA, 1989), de ratéNASLUND Y OTROS 1988) y
de sujetos humanos ARNDRANATH Y OTROS, 1989; GIERSHEGEA Y 0TROS 1993). También se
ha establecido que en el cerebro de rata habia varias formas de CYP-45Ceatazjastaban
presentes en cantidades muy pequeias clselanpor gramo de tejido (NSLUND Y OTROS
1988; WARNER Y GUSTAFSSON 1994).
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Sin embargo, los estudios inmunohistoquimicos ponen de manifiesto la presencia de un
amplio numero ddormasdel CYP-450 en variapoblaciones de lglia y delas células
nerviosas y en variaggionesdel cerebromostrando que las célulasdividuales pueden
contener cantidades significativas de estos enzimasLgK Y OTROS 1988; WARNER Y OTROS
1988).

Como se expuso anteriormente la forma especifica del citocromo P-450 relacionada mas
directamente en el metabolismo del etanol es el CYP-450 2E1. Este isozimactivataente
al etanol y, ademas, es inducido en el higado dalesaués de la administracion de alcohol.
El citocromo P-45®E1 fue encontrado en el cerelpar Morgan yotros, (1982) asi como
otroscitocromos deP-450que se han encontrado e identificado en el cerebro. Se pueden
encontrar en todos los tipos de células gliales, cuerpos, fibras y terminales de células nerviosas
y vasos sanguineos de todas las regiones cerebraless@N Y oTros 1990; WARNER Y
GusTAaFssoN 1994). La méxima inmunoreactividad se detecttaemeuronapiramidales del
cortex frontal y el hipocampo, en los cuerpos de las neuronas y los neutdepidssriado, en
neuronas de la sustanciagra, ndcleo pontino, ndcletivar superiornicleo deos nervios
trigémino y facial, sustancia gris central y en la formacion reticular.

Aunque la catalasa pareser unafuente de parte del AcH sintetizadiespués del
consumo de etanol, no se puedwiar un papel para el citocrol®4502E1, especialmente
durante la exposicion crénica al etanol. En este sentidoataimiento cronicaon alcohol
genero una induccion de la actividad del enzima en los microsomas cerebrales decuatas lo
podria llevar a urincremento en el metabolismo del etanol a AcH y dafaesasicturas
cerebrales (RANDATHEERTHAVARADA Y OTROS, 1993).

La induccion deCYP 2E1 en el cerebro datatras eltratamiento créniceon alcohol
también hasido matradapor Montoliu y otros, (1994) esta induccion se asocié con la
peroxidacion de lipidos y posiblemente con los efectos tdxicos del etanol y las alteraciones de
la membranaSohda yotros, (1993) demostraron @cremento claro deCYP 2E1 pero no
del contenido déos CYP 1A1 ni del2B1 en los gangliobasales, en la corteza cerebelar, la
sustancia negra y el hipocampo. La induccién seidta tambiéntras eltratamientoagudo
con etanol (VWRNER Y GUSTAFSSON 1994; TNDBERG EINGELMAN-SUNDBERG, 1996). Después
de una Unicadosis deetanol (0.8 ml/kg) administradpor via intraperitoneal (i.p.), el
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contenido del P-450 del cerebro de rata se incrementé desde 6pmdRde tejido. Se ha
obtenido también que la administracion crénica de etanol generd una induccion del doble del
contenido total de P-450 y de la actividad de la monooxigenasa, que esta media&a4kiy el

2E1 (BHAGWAT Y OTROS 1995).

Como se ha visto, el citocromo P-450 2E1 pusglenducido en el cerebrpor etanol.
Sin embargo, uno de los puntos débiles de los estudios publicados es que no estudian el curso
temporal de esta inducciérsin embargo,incluso con una induccidésignificativa, adn
necesitarisser establecida una ruta de sintesis dgxve a oncentraciones significativas de
AcH en el cerebro (bNT, 1996).

A modo de conclusién cabria plantear que aunque no hay duda de la préseGyiR
2E1 en las estructuragrebrales, de su inducci@or el tratamientocon alcohol y de la
contribucion potencial para la neurotoxicidad del etanol a travéspledaccion de radicales
libres; sin embargo, su papel actual en el metabolismo del etanol y su accién en el cerebro no
esta clara.

2.3.- Catalasa encefalica.
2.3.1.- Localizacién cerebral.

La catalasa es un enzima tetramépoesente emodos lostejidos aerdbioexistentes,
su funcion principal eliminar la intoxicacion provocadgor el HO, (YASMINEH Y
THEOLOGIDES 1993), que se forma por datividad deos enzimas respiratoriosatalizando su
descomposicién en agua y axip molecular. A diferencia das peroxidasas, patevar a
cabo su funcién, no depende de un aceptor deermxigresentando un grupo hermsomo
grupo prostético en cada subunidad.

La presencia de catalasa eagiones cerebrales haido estudiada lsiquimica,
histoquimica e inmunohistoquimicamenteaglultos (MKENNA Y OTROS 1976; QUNT Y DE
Duve, 1976; BRANNAN Y OTROS 1981; AMATKIN Y LINDROS 1996), en cerebros en desarrollo
(ArRNOLD Y HoLTzmaN, 1978) y ercultivos de células cerebrales de ratas fetaless#Rc Y
TOTTMAR, 1992; 1994; APBERG Y OTROS1993; HAMBY -MASON Y OTROS 1997).
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En el cerebro, la actividad de la catalasa se localizeeguefios organulalulares, los
microperoxisomas (dlvikorr Y NovikorrF, 1973; MCKENNA Y OTROS 1976; HbLTzvaN, 1982)
principalmente en los pericariones de las neuronas aminérgieas«{d y LINDROS, 1996).

La maxima actividad de la catalasa se ettboen la region del nicleo détacto
solitario, cerca del &rea postrema donde las neuronas de NA y las de epinefrina estan situadas,
en el nucleo del rafe dorsal y en el nlcleo arqueado del hipotélanestdsnregiones mas de
la mitad de las neuronas son catalasa positivas y en algunas de ellas la densidad de las mismas
es mayor que en los hepatocitbambién se encontrd actividad de la catalasa send&ncia
blanca de las células gliales tbelas las regioneserebrales, la maxima concentracion se
observé erlos ependimocitos queecubren el tercer verttlo, especialmente en la zona
cercana a la eminencia mediaMKIN Y LINDROS, 1994; 1996).

Asi, teniendo en cuenta que las células positivas paratdéasa se encuentranlo en
una pequefia parte del conjuctrebralestos datos puedesxplicar la bajaactividad de la
catalasa que se ha encontrado en los homogenados cerebrales tataes & Duve, 1976;
ARAGON Y OTROS 1992a; @G.L Y OTROS, 1992).

Zimatkin y Lindros (1996) realizaron un estudio, mediante histoquimica e
inmunohistoquimica, para determinar el desequilibrio existente entpeoduccion y la
eliminacion de AcH a partir del etanol. Los resultados obtenidos indican que la localizacion de
la actividad de la catalasa contrasta con la que muestra la ALRKTKK v DEITRICH, 1995)
ya que esta presenta una amplia distribucion en las estructuras cerebrales al mismo tiempo que
presenta una baja actividad en los pericariones de las nearoimgsgicas, especialmente las
catecolaminérgicas tanto en cerebro de ratmatfgin, 1990; 1991) como en humanos
(MoTAVKIN Y OTROS, 1990). Estos datos indicarian que la oxidacion del etanol averliida
por la catalasa acontece principalmente@monasaminérgicasSin embargo, y como no se
conocen los niveles minimos necesarios de AcH en el cerebro para ®jsrefgctos, aunque
en principio los datosdiquen que la cantidadtal de AcH formado a partir de la catalasa
encefélica es pequefiasto noinvalida la posibilidad de que se den concentraciones
suficientes de AcH que permitan modificaciones en determinados centros cerebrales
implicados en el reforzamiento.
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En este sentido, por parte de algunos autores (ASTERN, 1971; HASHIMOTO Y OTROS
1989; Hap Y OoTROS 1995; AMATKIN Y LINDROS, 1996) se ha plaémado que el sistema
catecolaminérgico cerebral podria estar implicado en la mediacién de los efectos del AcH en el
cerebro.Asi, enlas neuronasaminérgicas podridnaber una capacidad insuficiente para
eliminar AcH si lo comparamoson su producciéwia catalasa loque podria llevar a una
acumulacion local de AcH tras la administracion de alcohol. De este modo, la localizacion de
la catalasa en neuronas aminérgipafires erALDH, puedellevar auna oxidaciorselectiva
del etanol y a una acumulacion del AcH en neuronas aminérgicas, activacion de@stass
y consecuente estimulacion del consumo de alcohol.

Esto podria explicar el papel de la catalasa cerebral y del AcH originando acciones
psicofarmacoldgicas centrales del etanol y tamigiéicaria el meagismo posible de la
implicacion del sistema deeuronasaminérgicas cerebrales dos efectos centrales del
alcohol.

Todos los datos presentaduasta este momento podrian indicar que aunque al igual
que ADH y MEOQOS, lacatalasapresenta una serie de dificultades en la mediacion del
metabolismo central del etanol es tambiémasé firme candidato al mismo. En funcion de
esto a continuacion se exponegeceso de cOmo leatalasaactuaria en lanediacion de la
oxidacion del etanol a nivel cerebral.

2.3.2.- Catalasa y metabolismo del etanol.

Como se havisto, aunque hay numerosos estudios gaefirman la presencia en el
cerebro detodos los sistemas que oxidan alcohol la ynégy de la oportunidad para una
oxidacion significativa del etanol en el SNC sigue abiertatgrea de debate en la actualidad
(ZIMATKIN Y DEITRICH, 1997; EEKARDT Y OTROS 1998).

Gaunt y De Duve (1976) pusieron de manifiestexigtencia de catalasa en el cerebro,
este enzima se encuentrales peroxisomaslel citoplasma neuronal RBNNAN Y OTROS
1980), donde sametabolizansustancias resultado de twal se produceperoxido de
hidrogeno. El peroxido de hidrégeno es el prodativador delos enzimas antioxidantes
—catalasa, glutation, superéxido dismutasa— que destruyen los radicales libres.

La catalasgposee funcionesliferentes, peroxidatica oatalitica, dependiendo de la
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concentracion de peroxido que exista en el organismEMABrer v otros 1988). La
oxidacion dejpor ejemplo,algunos alcoholes como etanol o el metanol se da a bajas
concentraciones de peroxido.

Como se haisto, el mecanismo deaccion entre el etanol y la catalasa poseia el
siguiente:

La catalasa reaccionaigan unamolécula deperoxido de hidrogeno y dermaria una
molécula de catalasactivadaque se hallamado compuesto 1. El compuesto dodria
reaccionar con el etanol y el resultado de esta reaccion seria AcH y agua.

Compuesto 1 (catalasa +@J) + etanol -------- > AcH + D

La posibilidad de que esta reaccién entre el compuesto 1y el etanol ocurra en el cerebro
esta apoyada por varios trabajos.

Por una parte, algunos experimentosA@ON Y oTrRos 1986; 19914, b, c¢) realizados con
inhibidores de laxatalasa dependientes gelroxido de hidrégeno, con®T, cianamida o 4-
hidroxipirazol,ponen de manifiestque,tantoin vitro comoin vivg, la administracion previa
de etanol previene a la catalasa de la accion inhibitoréstds sustancias. Esto sugiere una
competicién entre el etanollgs inhibidoresanteriorespor el compuesto Por otrolado, la
generacion y presencia de@, tantoin vivo comoin vitro, en el cerebro de la rata también ha
sido confirmada (ARAGON Y oTROs 1991c).Asi, la catalasa y elperdxido de hidrégeno
reaccionan para formar el compuestoCliando este compuestordacciona con elT, la
cianamida o el 4-hidroxipirazagstos inhibidores destruy@meversiblemente la actividad de
la catalasa cerebral.

Estos resultados sugieren que cuando el etanol esté presente en el orgamisetiod
con estos inhibidores por el compuesto 1 (catalg€gyH.a consecuencia de esto es que la
proteccion de la inhibicién de &ctividad de la catalagsor eletanol es una prueldadirecta
de que el etanol puede estar compitiendo con el inhipiloel lugar advo del compuesto 1,
siendo estos fenomenatependientes tanto de thosis deetanol como de ladosis de
inhibidor utilizadas. En este sentido, el etanol poseiautilizado como unsubstrato de la
catalasa cerebral tantovivo comoin vitro.

56



Metabolismo central del etanol

Asi, la primera evidencia para la oxidacion del etanol a AcH en el cgrebtacatalasa
cerebral fue presentageor Cohen yotros, (1980), que demostraron queetnol podria
prevenir la inhibicién de la catalasa cerelpat el AT in vivo. Por otra parte, Tampier y
Mardones (1979) en un estudiealizado para determinar fancion de lacatalasa en la
oxidacion del etanol en homogenados cerebrales de rata, obtuvieron que la adicion al medio de
AT reducia la oxidacion del etanol alrededor de un 50% respecto a los controles.

Estudios posteriores GAGON Y 0TROS 1991c; @L Y oTrRos 1992) hanconfirmado
estos resultados sobre la oxidacion del etanol y la formacién del AcH en cerebros de ratas. En
este sentido, se plantea un papel central para la catalasa en la mediacion de la oxidacion del
etanol en el cerebro ya que no se encontridencia de lgarticipacion de IAADH o del
CYP450. De hecho, la metirapona, un lonthor del CYP450, o el pirazol, unhibidor de la
ADH, no influyeron en la formacién de AcH desdeetdnol enhomogenados deata. Sin
embargo, la presencia en el medio de incubacioiTdeianamida o azida sodicsystancias
todas inhibidoras de leatalasa, disminuian rmacion del AcH erfuncién de ladosis
utilizada. La formacion de AcH se incrementé cuando se afiadi6 al rdiedaamente
peroxido de hidrégeno exdgeno o en su defecto un sistema generador de perxaGds YA
OTROS 1992a).

También, los datos obtenidos con homogenadmsebrales de ratones normales
(C3HN) y acatalasémico€C3HA) —estos ratoneienen unaacatalasemia autosémicamente
heredada que genera la pérdidacdélasa en ehigado, lasangre y el cerebro IEE v
SvversSEN, 1982)—, incubados coetanol (5-200mM), muestran la existencia de diferencias
significativas en la cantidad de AcH generado entre las dos cepeso(d AmiT, 1993). Los
ratones acatalasémicos presentaron una producciéon de AcH del 4% respecto a la observada en
los cerebros de ratonesrmales, y no de&d0% comopodriahaberse esperado teniendo en
cuenta que los ratonesatalasémicos tienen 0% menos dactividad de catalasgue los
ratones normales.

Ademas, unestudio reciente (Rpbby Yy oTrRos 1995) con cultivos de neuronas
hipotalamicas tratadas cetanol,propanol y btanol, pone de manifiesto que solo etanol
implica una estimulacién en la liberacion@iendorfinas. El pretratamiento de estas neuronas
con AT generé una inhibicion de la liberacionendorfinas al mismtéiempo queprodujo
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una inhibicion en la produccidtel AcH producido por ektanol,ambos tipos de inhibicién
fueron dependientes de la dosis de AcH utiliz&tta.otra parte, sehan obteniddos mismos
resultados con otro inhibor de datalasa, la azidaddica. Estos autores sugieren que la
produccion de AcH mediada por la catalasa fue responsable del aumento en la libefgcion de
endorfinas por laestimulacion de etanol @Bby Y oTros 1995). Estos resultados y otros
relacionados apoyan el papel deddalasa en la regulacion del metabolismo del AcH en el
cerebro, con los efectos subsiguientes en la ingesta de etamol (ARaGON, 1988).Asi, los
efectos mediados por el AcH podrian incrementar con la concentracion de AcH.

Zimatkin y otros (1998fambiénpresentan datos que sugierempabel mediador de la
catalasa cerebral en el metabolismo del etafs|. plantean que la acumulacion de AcH
cerebral en diferentes estructuras cerebraélas ser incubadas coetanol se elimina
parcialmente por la adminitracion previa de AT.

Recientemente, otros autores han mostrada élanD Y oTROS 1999) que en cerebros
de ratas pretratadas cronicamente con Adclividad de la catalasa encefalitee 100 y
10.000 veces disminuida tras la administracion de AT a ldssis 0.5 y 1 g/Kg
respectivamente. Aunguas concentraciones de etanol sangre no senodificaron, si se
encontro que la mayor concentracion de etanol en el cerebro se whtuetiratamiento con
la mayor dosis de AT (1 g/Kg).

Ademas, cabrisefialar que las concentraciones de etanol utilizaddeseastudios
anteriores fueron las mismas que se puedesnzar en el cerebro de ratas ingesta de
etanol y que son suficientes para producir efectos farmacol6gitcos (Bros, 1986).

Los datos obtenidoparecen apoyar ladea de la mediacion de la catalasa en la
oxidacion central del etanol, en este senfiidoestudiogantoin vivo comoin vitro (CoHeN Y
OTROS 1983; ARRAGON Y 0TROS 1991a, ¢1992a) ponen de manifiesto uinéeraccion entre la
catalasa cerebral y etanol, lo cual apoyaria la idea alea oxidaciércentral del etanolia la
catalasa.

Estos estudios @:GON Y 0TROS 1991c; 1992a; @ vy oTROs 1992)confirmantambién
que los niveles enddgenos de peréxido de hidrégencelfactor que linita el rango para la
oxidacioén del etanol por la catalasa en el cerebro. Y aunque esto pudiera sugmobleums,
hay, sin embargo, numerosos candidatos a actuar como fuente de perdxido de hidrégeno.
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Asi, lasuperoxido, cuandactiasobre la superoxiddismutasa, produce perdxido de
hidrégeno. Se ha confirmado que el ceretieae siperéxido dismutasa eabundancia
(ParDO Y OTROS 1985) y laformacion de superédxidtiene numerosas posibilidaddsles
como la cadena de transporte de electrongscamdrial, el sistema del citocroni®450, el
metabolismo de las prostaglandinas, la oxidacion de la hemoglobina catéaslaminas
(Cross YJoNES 1991).

Por otra parte, laMAO genera tambiémperoxido de hidrégeno en el proceso de
deaminacion oxidativa de las aminas biogénicag(8onN Y oTrRos 1993).

Ademas, también se habtenido que el acido ascoérbico, que esta afas
concentraciones en el cerebro, es capaz de incremenfodaccion de peroxido de
hidrégeno (RAT Y TURRENS 1990).

En funcién de leevidencia de Idormacion del AcH en el cerebro, f@egunta que
todavia quedaria por resolver es si este AcH central tendra o no consecuencias conductuales.

Varios estudios han lpnteado una funcién para latalasa en diferentes efectos
producidos por el etanol. E#ste sentido, se han obtenido correlaciones positivas entre la
actividad total de la catalasa cerebral y el consumo voluntario de etaneldemes (RAGON Y
OTROS 1985b; MITY ARAGON, 1988; KOECHLING YAMIT, 1994).

Si la actividad de la catalasa tiene papel enlos efectos conductuales detanol, la
afinidad diferencial de muchas cepas de ratas y rapmugaestar mediada tambigror la
actividad de la catalasa.

Esto es lo que se ha observado a partilodedatos obtenidos en un estudio de la
actividad de la catalasa &8 ratonesC57BL/6J, que presentan un consumeatéol alto y
los DBA/2J quetienen unconsumo bajo detanol y que pertenecenuao de los modelos
genéticos mas utilizados en la investigacsdre el alcohol (Bowwvan Y CrABBE, 1998).
Entre estas dos cepas ademas de la diferencia en la preferencia nposteléganol, se han
obtenido también diferencias endetividad de la catalasa; derma quelos quepresentan
mayor preferencia por etanol tienen menores niveles de catalasa, 35% meossDRk/2J;
y en la sensibilidad a losfectos del etanol @Gon v AmiT, 1987). Asi, dado que los
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C57BL/6J oxidan etanol y AcH de forma mas rapida que los DBA/2J, tras la ingesttanale
los niveles de AcH en sangre son mayores para los DBA/2J.

También se evalud el patrén densumovoluntario endos subespecies de ratones una
de las cuales era genéticamente acatalasémicashbtapas se consideran itigas excepto
en que una, la CH3-A, tiene una deficiencia mutante en la actividad de la catalasa mientras que
la otra,CH3-N, es normal. Se comparé la ingestaetinol deambos tipos de cepas y se
obtuvo que aunquéos ratonesacatalasémicos beben alcohol el patréncdesumo que
presentan es diferente al que mueskbanratonesiormalessobre todo en un paradigma de
libre eleccion entresoluciones deestanol a altas concentracion€s5-24%) y agua. Sin
embargo, no se obtuvieron diferencias en el consunatagiel para concentraciones bajas de
alcohol, menores del 10% RAGON Y AMIT, 1993).

Estos datos apoyan ldea deque la catalasa cerebrakeguramente d@ravés del
metabolismo central de etanoAaH, tiene un papel en la regulacion dehsumovoluntario
de etanol.

Ademas, se ha obtenido también una correlacién dentro de cada una de est#reepas
actividad de la catalasa y el consumo de etarmigdN Y AmiT, 1987).

Por otra parte, se ha demostradae ratas preferentes etianol,ratas P, tienen mayor
actividad de la catalagpie las que presentan una preferencia oamsumobajo, ratas no P
(GILL Y OTROS, 1996).

La manipulacion de la catalasa mediantebidores de swactividad hasido otra de las
estrategias utilizadas para determinar su posible mediacion en el metabolismo del etanol.

Asi, se haobtenido que en animales pretratados £dih no solo seobservdé una
disminucién de la ingesta y la preferenpiar el etanol (ARAGON Y AmiT, 1992),sin0 que
también se obtuvo una disminucion en el tiempoateosis y en lanortalidad inducida por
etanol (RMPIER Y OTROS 1979; 1988; AAGON Y oTrROs 1991b). Estos resultados se han
obtenido también en ratonesqCHLING Y AMIT, 1994).

Por otra parte, también se ha observado una disminucion de la depresion locomotora en
ratas. En este sentido, se ha visto gqueectizidad locomtora medida en un campo abierto de

ratas pretratadas con AT y cuatroras despuésatadas con etanol (@Kg) o salina fue
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significativamente atenuada por el pretratamiento con AT. Sin embasagtividad motora de
los animales control y déos tratados con undosis menor (1 g/kg) destanol no se vio
afectadgpor el AT. Laactividad total de la catalasarebral erlos animales pretratados con
AT fue un 15% de la de los animales pertenecientgauglo catrol o lo que es lo mismo se
obtuvo una reduccién del 85% de la actividad de la catedapacto abrupocontrol. En este
estudio, el bloqueo de epresion motora producida por el AT poedeser atibuido a
alteracionesos niveles de etanalisponibles para lacaion central, yajue no se obtuvieron
diferencias eros niveles de etanol esangre paréos animales pretratados con AT o salina
(ARAGON Y OTROS 1989).

Este mismo resultado, yeabiasido obtenido anteriormentgor otros autores EGON
Y OTROS 1985a)que no encontraron diferencias les niveles de etanol (1,8/kg) en sangre
medidos 15 minutos despuds! intervalo de 4horas desde epretratamiento con AT.
También se ha obtenidgue la inhibicion de lecatalasapor el AT blajuea conductas
inducidas por la exposicion al etanol como el CAS indupmmoetanol Asi, se hgpuesto de
manifiesto que el etanol puede generar un CAS a una solucién de seograrajada con la
administracién de la droga. Si el etanol era administrado a animales pretratadds e€stos
no mostraban CAS a la administracion de etanol. En funciGestbsresultados, seodria
afirmar que el pretratamiento con AT bloque6 el CAS inducido por etanol.

Este efecto del AT pareserespecifico para el etanol yme el CAS producido por
otras drogas, como morfina y cloruro de litio, no se ve afegadel pretratamiento con este
inhibidor, ademas, nivelgseriféricos de etanol y AcH esangre fueron los mismqgsara
todos losanimales,poniendo de manifiesto que el AT fectalos niveles periféricos de
etanol (ARAGON Y OTROS 1985a).

Ademas, también se ha demostrado que la inhibicion dersteapor AT blaguea la
actividad locomotora inducida por la exposicién al etanol en ratomes@R Yy oTrRos 1989).
En relaciébn con esta conductas¢BrABAJAL Y oTROS 1999) hanrealizado un estudio
sistematico del efecto de este inhibidor sdbseefectos que el etantiene sobre laactividad
locomotora, en estestudio secontempla un amplicango de dosis de AT d@empo que
integra una evaluacién de los intervalos de tiempo 6ptimos entre el pretratamiento con AT y el
tratamientocon etanol para que el inhibidejerza su maximo efecsobre laactividad de la
catalasalLos resultados obtenidasn en ldinea comentada anteriormergacontrando una
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inhibicién por parte del AT de la actividad locomotora inducida por etanol que es méaxima a las

cinco horas de la inyeccion del inhibidor al tiempo que depende de la dosis de AT utilizada.

Por otra parte, los estudios con actividad locomotora muestran que los ratones normales
tienen mayor actividad locomotora que los acatalasémicos (ARAGON Y OTROS, 1992b) tras el
tratamiento con etanol, sin embargo, no se observaron diferencias en la actividad locomotora
espontanea entre ambas cepas de ratones. Ademads, cuando la cepa de ratones normales fue
tratada con AT se observd una disminucion de la actividad locomotora similar a la mostrada

por los ratones acatalasémicos sin ese tratamiento previo (ARAGON Y AMIT, 1993).

Estos resultados, tomados en conjunto, sugieren que el tratamiento con un inhbidor de la
catalasa altera algunos de los efectos conductuales del etanol, efectos que podrian estar

causados por una reduccion en la formacion del AcH central.

2.3.3.- Estudios con poblaciones humanas.

Como se ha presentado anteriormente, la hipdtesis de la mediacion central de la catalasa
en el metabolismo central del etanol ha sido evaluada en animales pero no se tenian datos en
ese sentido con humanos. Sin embargo, estos se obtuvieron a partir de los resultados de Amity
Aragén (1988) que indicaban una correlacion positiva entre actividad de la catalasa cerebral y
la eritrocitaria antes, durante y después de la exposicion al etanol. Sobre la base de estos datos
se inicid la investigacion en humanos. Esta investigacion con sujetos humanos, en los que se
median los niveles de actividad de la catalasa en eritrocitos, proporcionaban un procedimiento

muy simple y nada invasivo para medir actividad de la catalasa.

En este sentido, la relacion entre actividad de la catalasa sanguinea y el consumo de
alcohol fue examinada en un grupo de sujetos voluntarios (KOECHLING Y AMIT, 1992), los
resultados obtenidos en este estudio indicaron una correlacion positiva entre consumo de
alcohol, calculado como el consumo tipico durante un periodo de 30 dias, y actividad de la
catalasa (r = 0.65 p < 0.001). Mediante un analisis de regresion multiple se determind que la
catalasa era la variable predictora con mayor significacion. Estos datos proporcionan la primera
evidencia derivada de la poblacion humana que apoyan la idea de que la actividad de la catalasa
puede tener una significacion positiva en la determinacion del uso tipico de alcohol en

humanos.
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Estos resultados son también consistentes con la asuncion tedrica basica subyacente a la
presente investigaciogue planteaque el AcH central producido através de la actividad
metabdlica de la catalasa puede desempefiar un papel en la regulacion del coracwholde
asi como eruna amplia variedad detras conductas relacionadas con el alcohalT(Sy
OTROS 1990).

Ademas, también las observaciones anteriores realizadas con animetes ARAGON,
1988) indican que esta relacion no puede ser el resultado de una induceidzirdala través
de la ingestion de etanol.

En un estudio posterior, me voluntarios tomaron 0.5 g/kg de alcohol o una solucion
control (KOECHLING Y 0TROS 1995) y no se observaron diferencias en la actividad de la catalasa
en sangre entre los sujetos que tomatamol y aquellos que tomaronsalucion control en
diferentes momentos de la ingesta. Estos daingoherentes colos obtenidos eanimales
sobre que ebtanol no induce al enzima Ni& Y ARAGON, 1988). Apartir de este fallo del
etanol para inducir la actividad de la catalasa por partédgd@os autores se apoydidea de
que laactividad de la catalagauedeser unmarcador viable de lpropension a consumir
etanol entre los humanosnA Yy ARAGON, 1988).

En los estudiosealizados (KecHLING Y OTROS 1995) sobre laelacion entreactividad
de la catalasa y consumo voluntario de etanol en syjettenecientes a familias con historia
de alcoholismo (FH y sujetos sin historiéamiliar de alcoholismo (FBH se obtiene que los
sujetos FHtienen una media mayor en la actividad de la catalasgarados con los sujetos
con FH. Ambos gupos mostrarortorrelacion entreactividad de la catalasa e exja de
etanol, sin embargdps FH presentaban una correlacion mayor (r 47Dy se exptaba el
22% de la varianza frente a una correlacion de 0.22 yanmenza explicada del 7#ara los
FH. Ademas, elanalisis delos datoscorrelacionales indicé la existencia de diferencias
estadisticamente significativas entimbas correlacione®or suparte,los datos obtenidos
mediante Igprueba de regresidmultiple indicaronque laactividad de la catalasa dejetos
FH" teniauna contribucion mayor a harianza de la ing¢a deetanol, indcando que la
actividad de la catalasa emitrocitos humanos correlacion6 con autoinformes de patrones
tipicos de ingesta de alcohol.
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Asi, los sujetos con una historia positiva de alcoholismo se diferencialies giee no
la tenian en los niveles de ingesta y en la actividad de la catalasa, y en el mismo sentido que en
los datos denimales, la actividad de la catalasa paserda quedetermina econsumo de
etanol y no a la inversa.

En este sentiddps resultados obtenidos en los estudios con sujetos humanos son
congruentes con los datos procedentes dexXpsrimentos con animales y dan un fuerte
apoyo a la idea de que la actividad de la catalasa en humanos y especialmente en los que tienen
una historiafamiliar de alcoholismo, puedeepresentar un marcador biolégico de la
propension de los individuos, llamados de alto riesgo, a consumir etanol.

Hasta ahora se han presentado datos dmpkcacion del AcH en la mediacion de
algunos de los efectos del etanol, mostrando que el AcH se forma en el cdarabés de la
accion de la catalasa en presencia de etanol y,@¢ Ml mismo tiempo, variogstudios han
indicado la importancia biolégica y conductual del Aétdemas, también se ha vigiae la
actividad central peroxidativa de la catalastd positivamente correlacionactan la mayor
parte de las acciones conductuales conocidas del gtimsohandose esta relacién tanto en
estudios con animales como con humanos.

Por otra parte,los datos obtenidos artir deluso de inhibidores de kctividad de la
catalasa di6 lugar a una atenuaciéon o bloglg¢consumovoluntario de etanoksi como de
otras conductas inducidas por etanol.

En funcién de todcesto, la explicaciormas parsimoniosa es la de omecanismo
putativo neurobioldgico y conductuabr elcual la catalasa podria ejercer su efectore las
acciones conductuales del etanol viprekcesodependiente del }D, que produce cantidades
suficientes de AcH capaces de afetarde transmisores monoamirasitrales implicados
en los procesos motivacionales primarios.

En el punto siguiente se presentaran datogarubiénapoyan ladea de la mediacion

del AcH enalgunos de logfectos producidopor el etanol mediante la accion deAhDH
cerebral en la oxidacion del AcH.
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2.3.4.- La presencia de AcH en el cerebro.
2.3.4.1.- Generalidades.

Los resultados obtenidos en estos estudios apoyan la idea de que los efectos del AcH
central pueden tener un importante papel en la mediacion de las acciones del etanol. Sin
embargo, ha habido dificultades relacionadas con el intento de detectar AcH en el cerebro
(ERIKSsON, 1980). El AcH parece ser solo detectable en el cerebro cuando se da una
intoxicacion importante de etanol o tras la administracion de inhibidores del metabolismo del
AcH, como disulfiran o cianamida (WESTCOTT Y OTROS, 1980). Sin embargo, la escasez de
resultados concluyentes de la presencia de AcH en el cerebro, no elimina totalmente la
posibilidad de que este exista. Esto puede ser particularmente relevante ya que las cantidades
necesarias para producir efectos farmacoldgicos siguen sin haberse determinado.

Sin embargo, no esta claro si el AcH encontrado en el cerebro después de la
administracion de etanol es producido localmente o es mas bien transportado desde el higado, a
pesar del hecho de que el AcH no cruza facilmente la BHE debido a la presencia de ALDH en
la microvasculatura del cerebro (ZIMATKIN Y LINDROS, 1996). En realidad, aunque los
diferentes enzimas implicados en el metabolismo han sido identificados a nivel cerebral, su
habilidad para metabolizar etanol esta generalmente considerada menor o mas débil en el
cerebro.

Un reciente estudio (EYSSERIC Y OTROS, 1997) ha intentado demostrar la habilidad de los
cultivos de astrocitos para producir AcH desde el etanol. Estos autores expusieron los cultivos a
concentraciones de etanol que se consideran dentro del rango de los valores observados
clinicamente. Los resultados de este estudio indican que se produce un metabolismo
significativo del etanol en los cultivos y, aunque la produccién es menor que la observada en
los hepatocitos, se encuentran en el mismo rango que las que se miden en los homogenados
cerebrales en conjunto y se corresponden con niveles bioldgicamente activos de AcH (ARAGON
Y OTROS, 1992a; GILL Y OTROS, 1992). Este estudio ha sido realizado con astrocitos ya que se ha
visto que el AcH es capaz de afectar su desarrollo normal (HOLOWNIA Y OTROS, 1996) y porque
la integridad de estos es crucial para un desarrollo y un funcionamiento normal de las neuronas
(KIMELBERG Y NORENBERG, 1989).

Los datos obtenidos en estudios anteriores (ARAGON Y OTROS, 1992a) ya generaron datos

en esta linea. Asi, se ha visto que se produce oxidacion de etanol en homogenados cerebrales
perfundidos de ratas que fueron previamente incubados con etanol. En este estudio se obtuvo
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que las Unicas sustancias que indujeron una redudeldficH generaddueron el AT y la
cianamida, frente a la utilizacién de metirapona, un inhibidor del citocromo P-450jrazid,
un inhibidor de la ADH.

Estos resultados apoyanideea deuna oxidacioncentral del etanol ehomogenados
cerebrales de rata. Al mismo tiempo se apoya también el planteamienie @t AcH se
produce directamente en el cerebrgue puedeser elagente mediador dalgunas de las
propiedades farmacoldgicas del etanol.

Estudios méasecientes (AvBY-MASON Y oTROs 1997) aportan datos que confirman
que el AcH esta presente en el cerebro adultest@bTT YoTROS 1980) Y en eterebrofetal
(CLARKE Y OTROS 1986) después de la ingesta de etanol.

En este sentido, la utilizacion de homogenados de cerebro de ratas inmaduras ha puesto
también de manifiesto la posibilidad de una generacion deviaalha reaccionmediada por
la catalasaplanteando ademas que el AcH puede producidoin vivo en ese sistema
(HAmBY -MASON Y 0TROS 1997). Cuando los homogenados fueron incubados con inhibidores
de la catalasa —como el AT o la azida sédica—, se obtubtoguneo en la formacion dacH,
mientras que inhibidores de ADH o del P-450, nalisminuyeron la produccion d&cH, a
partir de locual, sepodria decique ni lavia oxidativa delCYP 2E1 ni la de la ADH son
fuentes de AcH medible en el cerebro.

Asi, se podria afirmar que, en congruemnaa estudios anteriores I(Gy oTrRos 1992)
gue informaron de que los homogenados de cerelmosatales generakcH, el AcH es
producido probablemente en el cerebro de lafedt y neonatal a partir de la oxidaciéon del
etanol mediada por la catalasa.

Otros estudiodian implicado la accion del AcH en la secrecionBeendorfinas en
neuronashipotaldmicas (BoDY Y SARKAR, 1993; RDDY Y oTROs 1995). La exposicion de
estascélulas neuronales a diferentes concentracionesadel y AcHcausé unincremento
dependiente de la concentracién en la secrecidrefedorfinas. Estos resultados retian
por primera vez que ehetabolito del etanol, éicH, esmas potente en la estimulacion de la
secrecion d@-endorfinas que el etanol y puede tener una funcién significativa en la secrecion
de B-endorfinas reguladas por etanidi, los resultados sugieren fsibilidad de que los
efectos del etanol sobre las neuronaB-dadorfinas estén, en parte, mediados por el AcH.
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Un estudio posterior (REDDY Y OTROS, 1995) realizado en un intento de determinar si
la accién del etanol sobre las B-endorfinas es secundaria a su conversion a AcH, se pretratd
los homogenados con AT, un inhibidor de la catalasa. Los resultados indican que el aumento
en la inhibicion ejercida por el AT de la secrecion de p-endorfinas inducida por etanol
parece estar relacionada con su bloqueo de la conversion de etanol a AcH. Los mismos
resultados se obtuvieron tras el pretratamiento con azida sodica. A partir de estos resultados,
se podria afirmar que el AcH mediaria parte del efecto estimulatorio del etanol sobre la

secrecion de B-endorfinas.

Como se ha visto, aunque existe un eficiente sistema de oxidaciéon de AcH en la BHE
que mantiene la entrada de AcH periférico dentro del cerebro en un nivel minimo
(ERICKSSON Y SIPPEL, 1977); existe también una clara evidencia de que el tejido cerebral
metaboliza etanol a AcH (ARAGON Y OTROS, 1992a; GILL Y OTROS, 1992).

2.3.4.2.- Pruebas genéticas.

Los datos obtenidos con diferentes cepas de ratas y ratones también indican la
presencia de AcH en el cerebro tanto desde estudios in vitro como mediante las diferencias
conductuales observadas en los animales. Asi, se ha observado que las ratas pertenecientes a
la cepa UChB muestran una capacidad de oxidacion de AcH menor que la de las ratas UChA
(TAMPIER Y OTROS, 1984), obteniéndose la mayor cantidad de AcH en el cortex diencefalico
de estas ultimas (TAMPIER Y OTROS, 1980). Un estudio in vitro realizado con homogenados
cerebrales de animales de ambos sexos pertenecientes a las dos cepas mostro que las UChB
tienen mayor capacidad de oxidacion por una afinidad mayor en su ALDH por el NAD
(QUINTANILLA Y TAMPIER, 1995).

Otros estudios con cepas de alto y bajo consumo voluntario de alcohol (Alko alcohol

—AA-y Alko nonalcohol —ANA- respectivamente) muestran diferencias entre estas ratas en

la oxidacion del etanol. Asi, en las hembras de ratas AA se observo un rango mayor en la
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oxidacion del etanol que en I|a&NA, al mismo tiempo sedemostré que las ratas
pertenecientes a la cepa A#esentd menoresiveles de AcHque las ANA durante la
oxidacion de etanol ¢iksson 1973).

Por suparte, los datos con sujetos humanos indican quéakl se encuentra en
mayores concentraciones en alcohdlicos y bebedores selespsés de la ingestion de
etanol comparados con bebedores sociales o abstermnesr(¥ oTrRoOs 1983).

Después destabreverevisionsobre los datos que indicandgistencia de AcH en el
cerebro, no deberiamos obviar que, como sefala Hunt (1996), aunque el papel del AcH en las
acciones del etanol es prometedor su apoyo es indirentoupstancial implicandestudios
correlacionales y evidencia farmacologica.

Por dltimo, un papel significativo del AcH en las acciones del etanol en el cerebro
requiere la presencia de AcH en el ceretbespuésdel consumo deetanol en cantidades
consistentes con las que gdizan enlos experimentos que muestran cambios biol6gicos o
conductuales. Por el momento, los datos no son convincentes. Lo que se requiere es una via en
la que el AcH puedaercuantificado en el cerebin vivo después de la administracion de
etanol.

En el punto siguiente se presentaran datogarubiénapoyan ladea de la mediacion
del AcH enalgunos de logfectos producidopor el etanol mediante la accion deAhDH
cerebral en la oxidacion del AcH.

Hasta estenomentolos datos presentados ponen de manifiesto que cuando tras la
administracion de etanol el AcH se encuentra en la periferia a altas concentraciones, puede
inducir reaccionesversivas tanto enumanos como eanimales (INDrRos, 1984). Porotra
parte, se ha mostrado también que el AcH esté relacionado con cordowtgsor ejemplo,
la autoadministracion intraventricular (i.v.) dsa misma sustanciaR8w~N Y oTros 1979;

1980) que laelacionan con propiedades reforzantes positi8asembargo,aunqueparece
que el AcH puede actuar como un agente positigwensivopor si mismo, no existecuerdo
en su funcidn mediadora de algunos de los efectos del etanol.
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Como se havisto enlos apartadosanteriores,esto hallevado a realizanumerosas
investigaciones orientadas a demostrar la presencia de AcH en el cerebro tras la exposicion al
etanol.

Por otra parte,los datos presentadbssta este momensmbre eimetabolismo central
del etanol requieren el tratamiento s enzimas cerebrales implicados solo en la
produccioén central de AcH sino también de los enzimas responsables de la eliminacion de esta
sustancia. Por ello en el siguiente apartado se predestdatos conocidos sobre la ALDH
cerebral, su localizacion, funciones y su posible implicacién en la mediacaguies de las
acciones relacionadas con el etanol y mas directamente con el AcH.

2.4.- Aldehido deshidrogenasa (ALDH).

2.4.1.- Localizacioén cerebral.

Se sabe de la presencia de ALDH en el cerebro de diferentes especiemitkeros
como el ser humanoNdUE Y LINDROS, 1982) y larata (KoivuLA Y oTROs 1981)entre otros.
Los estudios realizados para determinar su localizacion cerebral han puesto de manifiesto que
se halla ampliamentdistribuidapor todo elcerebro (#ATKIN Y OTROS 1992; AMATKIN Y
LINDROS, 1996); en estsentido, lasneuronas de ALDH seeparten en el cerebro de la
siguiente forma, ud0% selocalizan en el niclearqueado hipotalamico y 8% en las
células cerebrales de PurkinjeM&ZrkIN Y OTROS, 1992).

Los trabajos que informan de lactividad del enzima, revelanque la fraccién
mitocondrial es en la que se observa la magtividad del enzimaAsi, las neuronas de la
ALDH mitocondrial se pueden encontrar en todas las regiones cerebrales, localizdndose desde
las estructuras donde es mas abundaoitea inferior—, hasta estructura®nde seencuentra
en menor cantidad como el estrato piramidal del hipocampo y la sustancia megnaN
OTROS 1992).

En este sentido, un estudiealizado en diferenteggionesdel cerebro de rata indican
que laactividad de I8ALDH fue la misma encortex, subcortex, médula y cerebglero
presentando unactividad del enzim&®LDH en las fracciones mitocondrial, microsomal y
citosdlica con diferencias en la distribucion de estawidad, asi gborcentaje dectividad fue
del 40, 28 y 12% respectivamenteg(Mér Y ARDELT, 1984).
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Estos datos son congruentes los obtenidos en un estudiace Y LINDROS,1982)
realizado a partir de autopsias de cerebros humanos en el que utilizando AcH como substrato,
se obtuvo que alrededor de la mitad de la actividad total de la ALDH se encontré en la fraccion
mitocondrial,que contiene tanto a la mitocondria comdéosa sinaptosomas, y una menor
actividad en las fracciones citosolica (10-15%), nuclear y microgd®@d). Ladistribucion
de laactividadfue bastante similar para ldss concentraciones dé&H utilizadas (0.12 y 6
mM) aunque s@btuvo alrededor de cuatvecesmasactividadpara la mayor concentracion
de substrato.

Por otra parte, algunos datos conductuales apoyaideatgaque cuando se compard
la ingesta voluntaria de etanobn las formassubcelulares, las fraccionesitocondrial,
microsomal ycitosolica, deALDH cerebral en ratasong Evans se obtuvieron correlaciones
altas por una parte entre la ALDH cerebral mitocondrial y la ingesta de etpapbia, entre
la fraccion microsomal de la ALDH cerebral y la mencionada ingesta de alcobakR{Ssky
Y OTROS 1985).

Ademés, séhan observado diferentes isozimas de ALDH capacidad para oxidar
tanto aldehidos alifaticos como aldehidos aromaticasvika v otros 1981; NOUE Y
LINDROS, 1982).

Todos estos datos tomados en conjunto sugieren la presencia de diferentes isozimas de
ALDH en el cerebro humanonNgue Y LiINDROS, 1982). Porotra parte, se ha vistgue la
distribucion subcelular en el cerebro humano passelastante similar a la ddligado
humano, que también contiene varios isozimasvi{a, 1975).

Asi, aunque la actividad de la ALDH en el tejido cerebra@s un pequefiporcentaje
de la que se ha encontrado en el highmoresultados obtenidos por Inoue y Lindros (1982)
demuestran que el cerebro humano tiene una amplia capacidad para oxidas taldehidos
biogénicos formados endégenamente como los aldehidos exdgenos, como por ejemplo el AcH
formado durante la oxidacion del etanol.

Estudios posteriores I(@ATKIN, 1991; AMATKIN Y OTROS 1992) han informado de una
distribucion mas exacta de la ALDH en el cerebro de forma que se enealdrar, en el
cerebro derata, una actividad moderada de la ALDH eitos capilares y alrededor de los
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astrocitos y unactividad alta eos ependimocitos quescubren laavidades cerebrales y
los del plexo vascular.

También se haltlevado acabo varioestudios (BATKIN Y LINDROS, 1989; AMATKIN Y
DerrricH, 1995) en los que se determindldealizacion y la actividad de IALDH en
diferentes cepas de ratas y ratones. Ensestedo, se ha detectadoaletividad de Ia&ALDH
mediante histoquimica en varias estructuras cerebrales& v LiNDROS, 1989). Todas las
cepas evaluadas —AAANA diferentes en la ingesta é&anol, asi comtas cepas diferentes
en incoordinacion motora inducidaor etanol, unas que mugran incoordinacion motora
inducida por etanol —AT—, y otras que no la presentan —ANT— exhibieron la awdymad
de la ALDH en neuronadel tracto mesencefalico del nucleo del nervio trigémico y en las
motoneuronas de la médula espinal. Mientras quackisdades menores se detectaron en el
cortex somatosensorial.

Por otra parte, secompararorios niveles de actividad de WWLDH en los cerebros de
cepas de ratas y ratones mediante métodos histoquimicegalS8aron ratonegue presentan
ante el etanol suefio breve o corto (SS) y los que lo tienen prolongado o largo (LS) asi como, a
ratas que tienen una elevada sensibilidad al alcbigi @lcohol ensitive HAS) y las que la
tienen mashaja (ow alcohol sensitiveLAS). Encontrando que aunque datividad de la
ALDH es detectada en la mayor parte de las areasedshbrosélo en lasélulas cerebelares
de Purkinje se encontré una diferencia entre lilesas deratas y ratones sensibles y
resistentes al alcohol. Ldiseasresistentes, SS y LAS, mostrarpiveles estadisticamente
mayores de ALDH que las lineas sensibles, LS y HASA{ZIN Y DEITRICH, 1995).

Por otra parte, yrespecto a su relacién con datividad de la catalasa cerebral, es
interesante destacar que aunquedgvidad de la ALDHrelacionada con la capacidad de
oxidar AcH, estd ampliamente distribuida en las estructer@brales, su actividadlativa es
comparativamentenenor erlos pericariones de las neuronasiinérgicas, especialmente las
catecolaminérgicas, donde si se da una actividad alta de la catalasaNZ LINDROS, 1996),
en cerebros de ratasINETKIN, 1991; AMATKIN Y OTROS 1992) y en los de humanos
(MOTAVKIN Y OTROS, 1990).
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Sin embargo, como ya se comentd anteriormentpesar de las diferencias en la
localizacion entre la actividad de la catalasa y la d&_.@2H no seinvalida laposibleaccién
central del AcH.

Ademaés, en urntento de determinar la funcién de la ALDH enrslacion con las
conductas inducidas petanol se han utilizado diferentestirpes de ratas y ratonési, en
los apartados siguientes se presentan datos de estudios genéticos y conductunaiearque
la relacion entreactividad de laALDH cerebral y varias di&as conductas en las que esta
implicado el etanol y a la vez su metabolito, el AcH.

2.4.2.- Estudios genéticos.

Aunque es dificil la tarea de determinar si el AcH tiene o no una funcién en las acciones
del etanol en el cerebrdesde laestrategia genética se ha intentado establecer la posible
relacion entre la actividad de la ALDH y los efectos del etsobie algunas conductesmo
el consumovoluntario de alcoholDesdeesta pepectiva,algunos autores (MATKIN Y
LinDros, 1989) han planteado que varias de las diferencias observadas en la distribucion de la
mayor o menoactividad de I&ALDH en determinadas estructuras de ratas pertenecientes a
diferentes cepa@A, ANA, AT, ANT) pueden relacionar las diferencias entre cepas de ratas
con respecto a la ingestaluntaria de alcohol gon la incoordinacion motora inducida por
etanol.

Otros estudios (®ATkIN Y DerrricH, 1995) orientadogambién a la finalidad de
determinar la funcion de la ALDH cerebral en las acciones del etandehgadodatos de la
relacion entre ALDH y algunas de las acciodeketanol utilizando para ello ratas y ratones
seleccionados en base a su sensibilidad o resistetataeéectos hipnoticos iniciales del
etanol, por una parte, ratones SS y LS, y por otra, ratas HAS y LAS.

Los resultados indican que en ediagas deratas y ratones se da una expresion
genética similar respecto a la actividad de la ALDH en el cer8br@mbargo, se obtuvieron
diferencias significativas en la actividad de la ALDH ennlegronascerebelares de Purkinje.
Las capacidad de oxidatdehido eresascélulas fue mucho mayor en las ratas LAS que en
las HAS.
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Estudios previos han apoyado la idea de que la ALDH es importante en las acciones del
etanol encontrdndose diferencias eadtividad total de I&ALDH en algunas estructuras del
SNC deratas que fueron seleccionages subaja (alcohol-tolerant, AT) o alsensibilidad
(alcohol-nontolerant, ANT) a la incoordinacion motora caugama el etanol (AVATKIN Y
LinDrROS, 1989). Resultados similares han sido encontradasitas seleccionadgsor las
distribuciones temporales extremas de suefio a causa de su sensibilidad al ietemol {Z
Linbros 1980). Eneste sentido, se encontraron cantidaslgsificativamente mayores de
actividad de ALDH cuando se utiliz6 AcH coreabstrato en loanimales con insensibilidad
o con menor sensibilidad al etanol. En particular, la capacidad de oxidar AcH fue mayor en las
neuronas de la corteza, las neuronas cereberales de Purkinje y en el nlcleo acumbens.

Del mismomodo, otrasinvestigaciones muestran que en ratas pertenecientes a una
poblacién heterogéneautbred (ZIMATKIN Y LINDROS, 1990) seobserva tambiénna mayor
actividad de las neuronas de Purkinje en la oxidacion de aldehido. Con ratas ANT y AT no se
observaron diferencias en estas neuronas aulogwelores de actividatlileron mayores en
ratas AT.

Estos datos podrian indicar que la relacion entre sensibilidad al alcohattvidad de
la ALDH en las células de Purkinje puede contribuir en algunas cepas de ratas a las
diferencias en la sensibilidad al etanol pero en otras no.

En los ratones la Unica diferencia se encontrbgdbulosdel cerebelo. Y de acuerdo
con los resultados obtenidos estas, los ratones corbaja sensibilidad(SS) también
mostraron mayoreniveles de actividad efas células de Purkinje (ZaTkiN Y DEITRICH,
1995).

La hipétesis que selantea esque la actividad de laALDH esta genéticamente
controlada y tiene algun papel en la sensibilidédal al etanol erdas ratadHAS y LAS, en
los ratones LS y SS, y en las ratatbredestudiadas por Zimatkin y Lindros (1990).

En resumen, se podria afirmar que los animalesgunenas resistentes atanol tienen

un mayor nivel de ALDH en las células cerebelares de Purkinjéogugieson sensibles a
los efectos del etanol.
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Por suparte, Eriksson (1973) inform6 que lasveles de AcH ersangre durante el
metabolismo del etanslon mayoregara las ratas que & el alcoholANA, que para las
que loprefieren, AA. Ademas, se habtenido que la®ANA tienen nosolo una ADH mas
eficaz que las AA sino también una ALDH menos eficaafla Y oTros 1975; KOIVISTO Y
ErkssoN 1994). Eneste sentido y, teniendo eneata la analogia exente entre el patron
presente en algunos orientales que poseen la Aafifita y elpatron presentado por las
ratas ANA, algunos autores@iKisTto Y ERikssoN 1997) han plaetido que spodriaasumir
que la deficiencia en el metabolismo del AcH podga elfactor subyacente al bajo consumo
de etanopresentado por estaatas, almismo tiempo que splanteague estacepa podria
actuar como un modelo animal para la deficiencia observadaujetos humanos en la
ALDH,. Asi, enratasANA, se haobservado un menor consumoluntario de etanol y
también mayores niveles de Adide las AA (RikssoN 1973; 1980; KivisTO Y ERIKSSON
1994; KoivuLA Y oTrROS 1975). Sinembargo, no séan detectado diferencias en la ALDH
cerebral entre ratas ANA y AANDUE Y OTROS 1975).

Otros autores bue Yy oTrRos 1981) no harobservado diferencias comparando ratas
pertenecientes a estas cepas en funcion del sexo y la cepa a la que pertenecen pero que no han
tenido experiencia previa con el alcohol respectoagtigidad de |2ALDH en homogenados
cerebrales. Egambio, enratas con experiencigrevia con etanol si se observé una mayor
actividad enzimética elas hembras de leepa de ratas Afue en los machos de la misma
cepa.Sin embargo, si se compal@s datos de lasepas de ratas AA ANA, no semuestra
ninguna relacion significativa entre la actividad de la ALDH cerebral y la ingesta de etanol.

Por suparte,Sinclair y Lindros(1981)trataron a ratas de la cepa ANAnN cianamida
para suprimir su ingesta de etandtlemas,algunos de los grupos fueron sometidos a un
pretratamiento con 4-MP. Sin embargo, el pretratamiento con 4-MP no supuso un aumento en
la ingesta de etanol. Estudios posteriores con estas cepas confirmaroaduelda de la
ALDH, en estascepas, no estaba relacionadm losdiferentesniveles de ingsta deetanol
(INOUE Y OTROS 1981).

Todos estoglatos,tomados erconjunto, indican que lalta actividad de IaALDH

podria acelerar la eliminacién del AcH e incrementacaglsumo deetanol reduciendo la
respuesta aversiva.
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Otros resultadomuestranpor ejemplo,que los ratones de tepaC57BL tienen una
mayor actividad de 1aBALDH hepatica y menores niveles de AcH sangre después de la
ingesta de etanol que los ratones qutareel etanol(DBA/2J). También se hanformado de
que la ALDH cerebral correlaciona con @onsumo deetanol en ratas Long-Evans
(SocArRANSKY Y OTROS 1985).

Ademas, tambiémlesde los datos obtenidos cmatas de la cepa UCh, gmne de
manifiesto que se produce metabolismo de AcH en el cerebro y el enzima implicado en este es
la ALDH (QUINTANILLA Y TAMPIER, 1995).Asi, se haobtenido que la capacidad de oxidacién
de etanol a AcH ernomogenados cerebrales @erente para las UChA y las UChB,
presentando las primeras una mayor oxidacion del etamabIER Y oTROs 1984). Almismo
tiempo, se obtiene también que la oxidacion de AcH es mayor en las ratas pertenecientes a la
cepa UChB que en las que pertenecen a la cepa UChA.

En este sentidoJos estudiosin vitro realizados con homogenadazrebrales
pertenecientes ambos sexos de estas dmpas,UChA y UChB, se obtiene que las ratas
UChB tienen mayor capacidad de oxidacion debido a que su ALDH mitocondbajad&m
exhibe una mayor afinidad por el NADYQTANILLAY TAMPIER, 1995).

Por suparte,los datos de legenética humana indicaresultados similares a los
presentados sobre la ALDpkriférica. Asi, se planteaque en sujetos codeficiencia en
ALDH mitocondrial de baja Km, se observa una mayor concentracion de AcH tras la ingesta
de etanol que esujetos con ALDH normal (Mol vy otros 1985). Siendo estosiveles
elevados de AcH parcialmente responsables de las bajas dosis de etanol copsunesias
sujetos (AARWAL Y OTROS 1984; U EISRAEL, 1995).

En otro estudio con sujetos de origen asio-americano con aleldd. [0 ,., que
experimentarflushing facial después de consumétanol,fueron comparados con un grupo
control asiatico que presentabanakdlo ALDH,.,, que no experimentflushsing Tras la
ingesta dealcohol,los primeros informarohaber experimentado sensaciones p@stivas
de la intoxicacion quéos segundos. Los sujetaesn elalelo ALDH,., experimentan una
respuesta al alcohol mas intensa aunqueetesariamente maggativa. Esta reaccion de
sensibilidad al alcohol que experimentamuchos asiaticos que sufrefushing podria
contribuir a su baja tendencia a bebrtesivamentencluso aunque su respuestaatiohol
no sea predominantemente negativau\\y¥ otros, 1992).
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Dada la idea de quefidshinginducido por etanol podria servir como proteccion contra
el desarrollo del alcoholismo, se asumié ques sujetos que mostrabafiushing
experimentarian reacciones subjetivas negativas al alcohmlinfue hay estudios en ese
sentido (WOLFF, 1972), también existeotros (3NDERs Y oTROs 1980) que harnformado
que los sujetos cdiushingexperimentaban sensaciones mas vigorosas después de beber.

En estalinea seenmarcan tambiéifos datos obtenidos emabajos con animales y
humanos (AT Y oTros, 1980), eros que senforma de que bajo determinadas condiciones
los inhibidores de IALDH, como el disulfirdn o laianamida, nageneran efectoaversivos
en la ingesta de etanol y lo que es nmdgortante, ersujetos humanos estos inhibidores
pueden aumentar los efectos euforizantes del alcohol cuando estesesiido en pequefias
cantidades, cantidades de alcobok, por otra parte,sin esetratamientoprevio, no ejercen
ningun efecto en los sujetos.

También en ingesta de alcohol, Ar(ir978b) ha propuesto que istremento en la
actividad de la ALDH cerebratas el consumo detanol en ratas es debido al Aderivado
del etanol. Ademasste autor ha planteado tambigue el consumaooluntario de etanol
correlaciona con la actividad de la ALDH en ratagigh1978a, b).

2.4.3.- Estudios conductuales. El uso de inhibidores de la ALDH.

Como se expusanteriormentefras el pretratamiento cornnhibidores de la ALDH
como el disulfiran y laianamida se observanreducciones en la ingesta de etanol o una
supresion en el consumo voluntario de esta sustancia, tanto en humanos eoinaies de
laboratorio (KOE Y TENEN, 1970; RED Y OoTROS 1976; MbTTIN, 1973; AT Y OTROS 1980;
ErRIkssON YDEITRICH, 1980; S\CLAIR Y LINDROS, 1981). Eneste sentido, el pretratamiento con
calcio cianamida (CC) incremento la concentracion de AcH y disminuyé el consumo de etanol
(SNcLAR Y LINDROS, 1981; SuCLAIR Y OTROS, 1980) asi como la actividad locomotora inducida
por etanol (8ivak Y oTROS, 1987b). Algunos autores justifican este hecho planteando que los
altosniveles de AcH en sangre, coroonsecuencia de la inhibicion de ALDHHERICH Y
OTROS 1976) son toxicos y producen efectos aversivbg(8R, 1990).
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Sin embargo, la utilizacion de inhibidores de la ALEihbién hgpuesto demanifiesto
la accion contraria, de esta forma se ha visto que pequefias cantidatie®len interaccion
con los efectos de los inhibidores puede resultar reforzamte YATROS, 1980).

Asi, losdatos presentados por otros autores indican queminaciones de etanol que
en un principio no ejercemingunefecto en el sujetdras la inhibicion de la ALDHpor la
administracion previa de un inhibidor de este enzima genera en los sujetos efectos reforzantes.
En este sentido, se ha informado quiosis deetanol bajasalgunos sujetos no alcohdlicos
experimentan una euforia asociada a un aumento en la concentracion deé&eN BTROS
1983). Esteplanteamientopone derelieve laimplicacion de laALDH en los efectos
reforzantes del etanoLos datos que se presentan a continuae@m en ese sentido,
planteando que la ALDH interacciona con el etanol y metaboliza AcH a nivel central.

En este sentido, aunque siempre se ha planteado quendanida yotras drogas
similares reducian la ingesta de alcohol por la acumulacion toxiseHjevarios estudios han
informado de que la prevencion deeevacion ddos niveles de AcH ersangre por un
tratamiento concurrente de cianamidd-iIP enratas da como resultado usapresion de
varias conductas como la ingesta de etanst(®R v LiINDROS, 1981), el CAS inducido por
etanol (8IvAK Y oTRos 1987a) y laactividad meora también inducid@or etanol (8ivak Y
OTROS 1987b). Este grupo de autores ha indicado gsegeesiérejercidapor lacianamida,
de las conductas inducidas ptanol, podrisserdebida a su inhibicion directa de Ad.DH
cerebral y no a lalevacion ddos niveles de AcH esangre ocasionados por la menada
inhibicion ya que el 4-MP, mediante el efecto inhibitorio gjecesobre la ADHdisminuye
la acumulacion periférica de AcH anulando de mselo la mencionada toxicidad. Adés,
otros resultados indican urralacion directa entrectividad de laALDH cerebral y el
consumovoluntario de etanol en ratas Mk, 1977; 1978; ScLAR Y LINDROS 1981;
SOCARANSKY Y OTROS 1984; 1985).

Respecto a la conducta de ingestaldehol, Sinclair y Lindros,(1981) obtuvieron que
la administracion de 4-MP, que disminulgs niveles de AcH en sangre, no modifica la
supresion de la ingesta de etanol producida por la cianamida. Aunque la actividad de la ALDH
fue practicamente la misma para el grupo de cianamida que para el grupo pretrafatitRcon
y posteriormente con cianamida, ambos tuvieron actividades significativamente menores que el
grupo control.
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Asi, se puede observgue lacianamida inhibe la ingesta de etammlluso en ausencia
de acumulacion de AcH periférico probablemepte alguna accion relacionada con su
inhibicion directa de I&ALDH cerebral ya que con este procedimientoalieranlos dos
factores, losiveles de AcH y la ingita dealcohol, deforma independientpor lo que los
niveles de AcH no fueron relacionados con la conducta de ingesta de alcohol. Otra explicacion
para esos resultados es que el 4-MP provoque una reduccidnapadalad metabdlica para
eliminar etanol de forma que pdos animales fuera imposible manteres altosniveles de
ingesta de etanol. Sin embargo, una explicaciéon complementaria nos llgvanisaa que si la
actividad de la catalasa tambiéneseuentra inhibid@or la cianamida (BMASTER Y OTROS
1986), no se obtendria AcH periférico en la migpnaporcion que sin etfecto de esa
inhibicion lo cual podrigraducirse en que la cantidad de AcH necesario pa@ucir los
efectos psicofarmacol6gicos no getuviera ypor eso se obsvaria enlos animales una
disminucion o supresion de la ingesta de alcohol.

En un intento de aumentar lbase de datos existente sealizaron estudios
(SocarRANSKY Y OTROS 1984) en los que se evalud la relacion daectvidad de [2ALDH y la
ingestavoluntaria de etanol etrtes cepas deatas, Long-Evans)istar y Sprague-Dawley,
utilizadas con frecuencia en la realizacion de experimelndssresultados deste estudio, al
igual que otros anteriores (AR, 1977), indican que aunque las cantidadesetol
consumidas por las tres cepas no difiere significativamente y tarfgzociveles de actividad
de la ALDH, sin embargo, los niveles de consumo de alcohol correlacionaron
significativamente mejocon laactividad de I&ALDH cerebral para metabolizatdehido que
con laactividad de [2ALDH hepatica para la misnfancion. Y, al igual que Amir (1977),
demuestran que ya ques niveles de actividad de IsALDH cerebral no difieren
significativamente entréos animales control ylos experimentales tratados catanol, las
diferencias en ALDHerebral no estaproducidas por la irgsta dealcohol, sino que son
carateristicas genéticas previas que podrian determinar el consumo posterior de etanol.

En este sentidwan tambiénlos datos de Socaransky y otros (1985) en los que se
demuestra una correlaci@ita y consistente entre la capacidaghtral, no de la periférica, de
oxidar aldehido y la pypensiondel organismo a autoadministrars¢anol (®CARANSKY Y
oTrROS 1985), poniendo de manifiesto que la ALOlene un determinado papel en la
mediacion de laespuesta conductudel etanol.Estos autoresbtuvieron una correlacion
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estadisticamente significativa entrealetividad de IsBALDH mitocondrial debaja Km vy la

ingesta de etanol de ratas de la cepa Long Evans expuestas a un paradigma de dias alternos de
libre eleccion al etanol al que fueron expuestas durante ocho semanas. Tras este tratamiento se
analizo la actividad de la ALDH.

Los resultados presentadasui confirman los obtenidosanteriormentepor otros
autores indicando una relacion entradéividad de I2ALDH y el consumo detanol (AR,
1977; AvIR, 1978a, b; 8cArRANSKY Y OTROS 1984; SNCLAIR Y LINDROS, 1979). Y apoyan la
idea deque laactividad de IsALDH cerebral esta implicada en la regulacion de la ingesta
voluntaria de etanol.

Como se ha visto, la preferengiar eletanol hasido positivamenteorrelacionada con
la ALDH (AmIR, 1977; 1978a, b), una posible interpretaciorestes datos es qapel como
indicadores de que el AcH est4 implicado de alguna forma en el mecanismo subyacente al
desarrollo de la preferencgor el alcohol (AT vy otros 1980). Enconjunto,todos estos
datos muestran un papel para la ALDH cerebral en el consumo de etanol.

Por su parte, Spivak Amit (1987)evaluaron la eficacia farmacolégica de laeistg de
etanol mediantdouts realizando varias manipulaciones enzimaticas utilizaalmamida, y
pusieron de manifiesto la existencia de una serie de efectos parad§ictssadministracion
de esta sustancia previa a la exposicion del animal, en este caso a ratas, a un acceso restringido
durante diezminutos aletanol gener6 un incremensignificativo en la cantidad de etanol
consumido. Los animales pertenecientes a los grupos pretratadcar@nida consumieron
significativamentemas cantidad de alcohdhdemas,las pruebas posteriori pusieron de
manifiesto qudos animales debrupo pretratado cot-MP consumen mastanol que los
pretratados con salina. Sambargo, el efecto de la cianamida en estedio no puede ser
atribuido a una elevacion en sangre de los niveles periféricos de AcH ya que, comtee ha
el pretratamiento cod-MP previeneesta acumulacion de AcH en la periferia aiglanismo
(SNCLAIR Y LINDROS, 1981; ®IvVAK Y OTROS 1987a) vy, en el gruppretratado cod-MP se
observan también aumentos en la ingesta de alcohol.

Como puedeverse, lainica condicién que compartérs grupos es lanhibicion de la

ALDH ejercida por la cianamida. Ademas, estos datos estarian indicando una funcion para los
enzimas quametabolizan etanol a nivel central en la regulacion de la ingesta de alcohol
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también mediante una regulacién, en este caso de los niveles de AcH en el caeralwe (S
LINDROS, 1981; ®Ivak Y AmIT, 1987).

La implicacion de I&ALDH en la mediacion ddos efectos del etanol también se ha
evaluado mediante el paradigma @&S. Asi, en unintento de determinar el papel del AcH
periférico y central en el CAS inducido por etanol en ratas, Spivak y otros, (1987a) observaron
que en los grupos tratados con cianamida se da una reduccién de la ingesta de sacarina tras el
condicionamiento. Este hecho, al igual que en los experimentos anteriores no se puede atribuir
al AcH periférico,porque elpretratamiento cod-MP lo previene. Y denuevo, locomun a
ambos grupos es la inhbicion de la ALDH cerebral por la accion de la cianamida.

Se ha visto también gues animales pretratados camnamidaredujeron la ingesta de
sacarina tras la administracién de wwsisbaja de etanol (0.4/kg) mientras que no se
observo esta reduccion en los grupos control. Y, de nuevo, este efecto negruettibido a
los niveles de AcH en sangre porque en el grupo pretratado con 4-MP, que no tEnées
de AcH en sangre aumentadasnbién se obtuvana reduccidon de la ingesta de sacarina.
Ademas, en el condicionamiento a la dosis de etanol (1.2 g/kg), la magnitud del CAS para los
grupos tratados con cianamida fue significativamente menor que la observalds gamgos
control.

Nuevamentdos resultados indican que AtH y la ALDH cerebral puedemediar
conductas inducidas por etanol, en este caso, las propiedades del CAS inducido por etanol.

Se podria plantear que la alteracion eAll®H cerebralpor lacianamida podria haber
potenciado las propiedades farmacolégicas dedases subumbral de etanol. Edtiea es
congruente corlos datosanteriores obtenidos en humanos pretratadosc@mamida o
disulfirdn y tratados posteriormente con bajas dosis de etanol que informan de aumentos en el
humor y en la euforia cuando son comparados con los spgtiesecientes grupo control
que no informaron de esos efectos tras la exposicidon a las missiasdeetanol (BRowN Y
OTROS 1983).

Cabriaresaltar que ese efecto de potenciacion deldass menores detanol no fue
observado para las dosis mayores (1.2 g/kg de etanol). Eseatitlh, se podria afirmar que
la cianamida tiene un efecto dependiente dintas yque este ademdi®ne una naturaleza
bifasica. Quiza este efecto bifasico decienamida,potenciacion de ladosis menores de
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etanol y atenuacion de la®sis mayores, esté reflejando alteraciones en las propiedades
discriminables del etanol como consecuencia de algunlmsdefectos interactivos de la
inhibicion de las actividades tanto de la catalasa cerebral como de la édrBibtal a bajas y

a altas dosis de etanol.

Otro de losparadigmas utilizados para determinar la implicacéiizimatica en la
oxidacion del AcH haido laactividadlocomotora. También en este casen&< Y OTROS
1987b) se utiliz6 como sustancia de tratamiento la cianamida. Los datos obtenidos indican que
al igual que en el caso del CAS los niveles elevados de AcH en sangre pueden no ser un factor
contributivo en la mediacién de los efectos del etanol dentro del rango de dosis evaluado.

En conjunto, los datos indicarian que la actividad locomotora de los animales pretratados
con cianamida,fue significativamentemenor que la déos gruposcontrol. Este efecto fue
particularmente evidente para las dos dosis menores de etanol (@4&g).&inembargo, a
la dosis de 1.2 g/kg detanol,los animales pretratados ceranamidasola no mostraron un
aumento de la depresion locomotora aurlqaaiveles de AcH ersangre que presentaban
fueron los mayores que se obtuvieron con las dosis de etanol utilizadas.

Los resultados obtenidos @ste estudicson inconsistenteson los obtenidos por
Spivak y Amit(1987) en los que loanimales pretratados camnamidasola demostraron
depresion locomotora tras ingesta eknol mediante el procedimiento debut Las
discrepancias entre este estudio y el de ingesta podrian deberse a la diferencia en el
procedimiento experimental. En el experimento de ingestanimales consumian el etanol
voluntariamente y eran evaluados durante un periodo de diez minutos imgsvato de diez
minutos después de la ingesta de etanol. Ademas, en este estudio, los animales eran inyectados
con etanol i.p. y evaluados un minwespués de la yeccion.Asi, el método, laruta de
administracion y el periodo de intervalo postinyeccién eran diferentes lo cual puede traducirse
en variables adicionales que contribuyen a las diferencias observadas entre ambos estudios.

Aunquelos mecanismos que subyaceredcto bifasico observado paradanamida
no estan clarodado que algunos autores han informddbconsurso de laatalasa en la
conversion de la cianamida en un metabolito actiengRBAUM Y DICKER, 1985; DEMASTER Y
OTROS 1986) de forma que la catalasa también esta inhibida, esta inhjimcida explicar la
accion bifasica que produce la cianamida.
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En este sentidd)eMaster y otros (1986) han demostrado quprefratamiento con
0.68 mM (28.6 mg/kg) deianamida inhibié aproximadamente5€l% de laactividad de la
catalasa cerebral. De fornagmie quiza el efecto bifasico observadas eltratamiento con
cianamida en estestudio —potenciacion a bajdesis yatenuacion a altagosis deetanol—
podria reflejar algunos efectos interactivos de la inhibicion detikidad enziméticéganto de
la catalasa cerebral como de la ALDH cerebral.

Es posible que losfectos de la cianamidabre laactividad locomotora inducida por
etanol puedan ser atribuidos a cambios erctizidad de la catalagpe sean independientes
de alteraciones de &ctividad de 1sALDH. A partir de estadea, sepodriaesperar que la
cianamidaprodujera una inhibicion dependiente dedtssis decianamida utilizadecon el
incremento en ladosis deetanol administrada&in embargo, en estestudio losanimales
tienden a mostrar maysupresion a ladosis menores y menos depresion locomotora a las
dosis mayores. Unaxplicacion masparsimoniosaseria aquellague plantea un efecto
interactivo entre catalasa cerebral y ALDH que contribuyera asi al efecto bifasico observado.

Los resultados del presente estudio ponen de manifiesto que, al iglas goteriores,
la acumulacién periférica de AcH no es el factor que contribuyeltetacion ddos efectos
locomotores producidos por etan@uiza los enzimas implicados en la formacion y
degradacién defcH, catalasa YALDH cerebrales, tenganna funcibn mediadora en los
efectos del etanol sobre la actividad locomotora.

Estos sistemaenzimaticos puedeejercer sus efectos regulando la formaciéon y la
degradacion ddos niveles de AcH centrales. Esta idea agyadapor los resultados
obtenidos en la manipulacién de la catalasa y la ALDH cerebrales que como yaste ta
como resultado una serie de alteraciones en las conductas relacionadas con el etanol como la
ingesta ($ICLAIR Y LINDROS, 1981; $Ivak Y AmIT, 1987), el CAS (RAGON Y OTROS 198543;
SPIVAK Y OTROS, 1987a) y laactividad locomtora ($Ivak Y oTRos 1987b). Estos datgento
con otros (AR, 1977; AT Y OTROS 1977b; SCARANSKY Y OTROS 1984; ARAGON Y AMIT,

1985) sugieren que los enzimas responsables de la formacién y degradeh@ion central,
quizd mediante la regulacion de los niveles de AcH en el cerebro, pueden desempefiar un papel
en la mediacion de algunas de las acciones farmacolégicas del etanol.
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Los estudios correlacionales también aportan datos congruentes domplicecion de
la ALDH central en las conductas del etanol. En este sentido, aunagivitéad de 12ALDH
cerebral tuvo una correlacién moderada con la ingesta absoluta dé/istestras 50 dias de
libre acceso al etanol esta fue significativamenégor que la obtenida paradetividad de la
ALDH hepéica. Enlos animales que regulan la ingesta en funcién deddaciones en las
concentraciones de etanls datosindican, para ambasuna correlacion significativa sin
diferencias entre ellas. En animales con ingesta irregular, es decir, en los que existe una mayor
variabilidad en epatron de consumo, la ALDIiderebral predijo econsumo posterior de
etanol mejor que la ALDH hepatica.

Esto podria indicar que aunque ambos enzimas puedan medbiaisemo detanol en
ratas regulando algunos aspectos de las relaceiae® ydosisentre el AcH y el etanol
(AMIR, 1977) la ALDH cerebral podria estar relacionada mas directamente con la mediacion de
la preferencigoor etanol que I2ALDH hepatica. Las diferencias en las correlacioemstse
ALDH cerebral y hepética entre los animales que beben con regularidad y los que no lo hacen
puede sugerir la posibilidad de que la ALDH cerebral y hepética puedan servir para diferentes
funciones relacionadas con el etanol regulando aspectos difedehdestinometabdlico del
AcH.

Ademas, también se haostrado que lactividadglobal de la ALDH en el cerebro
correlaciond conlos niveles de ingesta de etanol etas bajo unaamplia variedad de
manipulaciones y condiciones. Asi, se ha obtenido una elevada correlacidosemireles de
consumo voluntario de etanol y la actividad de la ALDH mitocondrié&aN Y AmiT, 1985).
Estos datos sonmsilares ovan en lamisma direccion quéos obtenidos por otros autores
(ARAGON Y OTROS 1985b; ®CARANSKY Y OTROS 1985) y parecen sugerir, como en el caso de la
catalasa cerebralina relacion causal ndirecta entre laactividad enziméticacerebral y la
ingesta de etanol (AR, 1978a, b; BICLAIR Y LINDROS, 1979; ®CARANSKY Y OTROS 1984).

Se ha confirmado que diferentes acciones del etan@mnseediadapor los sistemas
enzimaticos implicados en su metabolismojue se observateavés deliferentes acciones
conductuales. Asi, la ALDH podria ejercer su efecto regulbrsioivelescerebrales décH,
esta idea se apoya &s resultados de las mpulaciones de la catalasa o deAaDH
cerebrales que dan como resultado una alteracion de las conductas relacionadasaiwi, el
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como son la inge#a de etanol {ScLAIR Y LINDROS, 1981), el CAS (RAGON Y OTROS 1985a;
SPIVAK Y OTROS, 1987a) o la actividad locomotorae(B\«k Y oTrRos, 1987D).

Aunque algunos autoresgAGON Y oTROS 1985b) informaron de que gtetratamiento
con AT bloqueaba la depresién motora indugidaetanol en ratas. Spivak y otr¢gs987b)
han demostrado que en los gruposattas corcianamida aumenta epresion locomotora.
Estos datos, comoejemplo, junto con otros anteriores aunque sugieren uimaplicacion
enzimética en ldormacion y degradacion del AcH central y su implicaciorlasnacciones
psicofarmacoldgicas del etanol y ponen también de manifestoroblemas y la nsiempre
congruencia de los datos obtenidos.

Todo ello lleva aplantear la necesidad de la realizacion deestudio quepermita
consolidar la funcién de losnzimas que controlan la formacion y la degradacion de AcH al
mismo tiempo que permita determinar la implicacion indirectestiesenzimas eros efectos
del etanol y laposible participaciondirecta del AcH enalgunas de las acciones
psicofarmacoldgicas del etanol.

En este sentido, $bs niveles de AcH en eterebroson elpardmetro fisioldégico que
determinalos efectos deletanol, variaciones en la capacidad metabdlica pagnierar un
aumento que permitiera diferenciar lesspuestas conductualessi, la manipulacién
enzimatica del metabolismo del etanol mediante la alteraciéalgimos de los enzimas
implicados —ADH, catalasa %LDH- podria permitir afirmar nsolo la existencia de un
metabolismo central del etanol sino también, y mas importante si cabe, determinar si es el AcH
el responsable de los efectos psicofarmacoldgicos del etanol

En funcién de loanterior,las sustancias que se hatilizado en estadesis Doctoral
permiten el estudio global de toda la ecuacién que da cuenta del metabolismo del etanol.

Asi, la utilizacion del AT se plantedado que aunque es uno de los inhibidores mas
utilizados de la catalasa no Isgbiarealizadoningin estudio que pertidra sistematizar su
accion mediante diferenteksis ytiempos.Ademas,como ya seplanted,desde el trabajo
recogido en esta Tesis se pretende abarcar toclana metabdlica del etangdara ello se
empez6 con los estudios enfocados dnrlplicacion de la catalasa y posteriormente se
realizaron los que supondrian una implicacion de la ALDH, y es en ese primer caso en el que
la evaluacion de una sustancia como el AT cobra todo su sentido.
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En una segunda fase, se realiz6 el andlisis del DDTC, esta sustamtévaggepor ser
metabolito deuna de las drogas que aempleancon mayor frecuencia en ghtamiento del
alcoholismo, el disulfiran, también debido a la escasa utilizacion de la misma en experimentos
conductuales, de hecho la mayor partestedios se harealizado para determinar su efecto
en relacion con su semejanza con la accion del disulfirdn u otros metabolitos de esta sustancia.
Ademas, la relevanciastd también contenida en el hechogde esta sustancigierce su
accion inhibitoria, a diferencia de la cianamida, solo sobmetieidad del enzim&LDH y no
sobre la catasa. Este ultimo hecho permiteestudio de lamplicacion de IaALDH en el
metabolismo del etanol de forma exclusiva ya que al no producirse la inhibiciocataldaa,
los resultados que se obtienen serian Unicamente reflejo de la accion de la ALDH.

Por su parte, el analisis dedanamida permite, eprimer lugar, analizanna sustancia
gue supone una alternativa al inhibidor de la catalasa utilizado con mayor frecuéciarel
segundo, que aunque Isado empleada eralgunos estudiodps resultados que se han
obtenido en la literaturson algo contradictorios yjnalmente,que supone Iposibilidad de
estudiar la accion conjunta de los enzimas catalasa y ALDH en el metabolismo del etanol.

A continuacion se expone el desarrollo experimental de la presente Tesis Doctoral.
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|. OBJETIVOS.

1.- Objetivos generales.

A partir de la literaturecientifica revisadaasi como delos resultados obtenidos en
diferentes investigaciones, el objetivo general pemsigue este trabajo es determinguagiel
de los enzimas cerebrales —catalasa y ALDH- en las conductas inducidas por el etanol.

En este sentido, como ya se indicé en la introductd@ncanbios observados en la
conducta ddos animalestras la manipulacién farmacolégica dstosenzimaspermitiria
establecer la relacion de los mencionados enzimas con las acciones del etanol.

Por lotanto, y erfuncién de loanterior, enlos experimentos que se recogen en esta
Tesis seevalla lainfluencia de una serie daustancias comgon el AT, el DDTC vy la
cianamidasobre laactividad deambosenzimas y su posiblenediacion enlos cambios
observados en una de las conductas inducidas por el etanol como es la actividad locomotora.

2.- Objetivos especificos.

Uno de los primerosobjetivos fueron establecerlos parametros Optimos, tanto
temporales como de dosis, paraitidizacion del AT en la evaluacion de la influencia de la
catalasasobre lasacciones del etandRara ello se ha aizado unestudio sistematiceobre
las condiciones mas adecuadas en cuanto a su accién como inhibidor de este enzima.

Otro de losobjetivos que se plantearon en este trabajo fue la determinaciéfectel
gue ejerce el DDTC sobre la actividad de la ALDH, ya que aun sigr@lale losmetabolitos
de una de las sustancias que mas se utilizan en el tratamiento del alcohoésaloagion ha
sido escasa.

En funcién de laanterior, la utilizacion deDDTC, tambiéncomprendiaotro objetivo,
este hace referencia a la comprobacion deofable existencia de un patron diferencial de
inhibicion que esta sustancia produciria sobre la ALDH frente al ejercido por la cianamida.

En cuanto a la cianamida,dado que ldibliografia revisadgone de manifiesto que la
accion de esta sustancia en relacion con el etanol amsjatados contradictorios y
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paraddjicos, haido objetivo deesta Tesispor unaparte, evaluar el efecto desta sustancia
para establecer de forma mas clara y sisteméatica su acgonofra, determinar la influencia
de la manipulacion conjunta de la catalasa y la ALDH sobre el etanol.

Por ultimo, también se ha planteado aumentar, mediante las manipulaciveesadas,

el caudal de datos referentes a la implicacion del Acllgamas de las conductas inducidas
por el etanol.
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Il. PLAN DE TRABAJO.

El trabajo experimental que se expone a continuacion se presadido en cuatro
fases correspondientes a la secuencia que ha estructurado la experimentacion.

En la primera fase sealiza elestudio sistematicdel efecto del ATsobre laactividad
locomotora inducidgor etanol ysobre laactividad de la catalasserebral. Esta fasesta
integrada por el estudio de dosis de etanol y otro de dosis de AT con el objeteterdenar,
por unaparte, la accion del etansbbre laactividad locomtora y, por otra, el efecto del AT
sobre la accidn gque el etanol tuviebre la loconocion delos ratones. Sevallatambién el
efecto del intervalo temporal entre la administracion de asumancias parestablececual
es el intervalo de actuacion del ABi como eimomento a partir del cual se recupera la
actividad afectada por esta sustancia. Finalmente se nadévidad de la catalasa encefalica
con la finalidad deevaluar el nivel decorrelacion entreos datosconductuales y los
bioquimicos.

Una segunda faseomprende el estudidel efecto ded-MP sobre ladeambulacion
espontanea asi consobre lainducidapor etanol. Loexperimentos realizados se orientan a
determinar la inocuidad de esta sustancia en diferémimwvalos de tiempalebido a su
utilizacién como herramienta farmacolégica en experimentos posteriores.

En la tercerafase experimental seevalla elefecto delDDTC sobre laactividad
locomotora inducida por etanol y en la espontaneasieatones en unzampo abierto. Tras
esto, se realiza un estudio de dosis de etanol debido a que los intervalos tempéoalesieen
se administrab&abiansido modificadospara ajustarse a esteievo inhibidor, eIDDTC.
Posteriormente se evalla el efecto que el pretratamiento combinBdTdey 4-MP sobre
la actividad locanotora inducidgpor etanol. Porlltimo, seaborda un estudio ddosis del
DDTC, en este los ratones son tratados con varias dosis de DDTC administradas junto con 4-
MP paraevaluar si su accion conjuntapbre elefecto del etanol ysobre laactividad
locomotora espontanea, se mantiene a traves de distintas dosis.

En la fase cuarta se analiza la accion de la cianamida realizando paraedtadion de
dosis demisma y el efecto que pudieran tesebre laactividad locomotor&spontanea y la
inducida por etanol. Como en la fase tercera, se lleva a cabo un estudio de dosis de etanol para
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establecer su curva de actividad en un protocolo temporal distinto y afin al de la administracion
del nuevo inhibidor. Tras esto, se realiza la evaluacién del efecto conjunto de la administracion
de cianamida ¥--MP sobre laactividad locomtora inducidapor etanol y la deambulacion
espontanea de los animales. Finalmente, se aborda la evaluaciorrd&esento combinado

con diferentes dosis de cianamida.

Todos losexperimentos dos que se héhecho referencia se acompafian de sus
correspondientes grupos control.
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lIl. MATERIALES Y METODO

En este apartado se preseritamaspectos comunes emanto a la metodologia y los
materiales a todos losxperimentos que integran este trabajo. El protocolo experimental y
temporalpropio decadauno deellos sera descrito con maydetalle en cadano de los
mencionados experimentos.

1.- Sujetos.

Los animales utilizados elos experimentos que integran el presente tralfagowon
ratones macho de las cepas SWisbster (Charle®iver CD1, Criffa S.A., Barcelona) y
Swiss Albino (Harlan Sprague Dawley Co. Interfauna, Barcelona). A su llegada al laboratorio
los animales tenian cuatro semanas de edad y tenian en ese monpezgopuomedio de 20
+ 2 gramos.

Para cadauno de los grupos que conforman legperimentos conductuales se
utilizaron ochoanimalespor condicién experimental, pardos ensayosbioquimicos se
emplearon seis animales para cada una de las condiciones experimentales.

2.- Condiciones de alojamiento.

El dia de su llegada, tras el registro del pesoanimalesfueron alojados ejaulas, por
grupos de cuatro, y asignados aleatoriamente a los grupos experimental o control.

En todas las saladel estabulario smantuvouna temperaturenedia de 21 + 2 C, asi
como una humedad promedio del 55%.

Del mismo modo, en todas las satded estabulariolos animales estuvieron bajo
luminosidad artificial estando esta sometida a ciclos regulares dénal@sedduz y doce de
oscuridad.

Por otra parte, en las salas donde se realizaron las pruebas conductualetsgeron
también las mismas condiciones de temperatura y hunpedseintes en los estabularios. La
fuente de luz en estas salas era tenue y constante.
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Los estudios seealizaron entre Isegunda y la quinta hoel ciclo de luz de los
animalesyespetando el mismiatervalo temporaton la finalidad de obtener mayor control
experimental y, al mismo tiempo, una mayor fiablidad en la interpretacion de los resultados.

3.- Dieta.

Todos losanimales disponiamiesde eimomento de su alojamiento en el laboratorio,
libre acceso a la comida y al agua.

La dieta solideconsistié en un prepara@special formadpor pelletsde comida para
ratones (Panlab, S.L.). Este preparado alimenticio fue la Unica fuente de alimentacion para los
animales durante su estancia en el estabulario.

La dieta liquida fue en todos los casos agua potable.
4.- Estudios conductuales y bioquimicos.

El disefio experimental que se ha seguido en este trabajo esta infegrads tipos de
experimentacion, la conductual y la bioguimica. En el primer caseyaded la actividad
locomotora. La eleccion de esta conducta se basoé en la idea de que el estudio de esta conducta
puede proporcionar unelara comprension de losnecanismos neurales afectados por
diferentes tipos de drogas, entre ellas las de abuso, como el etanel (K993; RILLIPS Y
SHEN, 1996), ademas de la facilidad y objetividad de su registro.

Por su parte, la medidaoquimica de la manipulacién farmacolégica realizadearia

la posible existencia de cambios en el sistermamatico formadgor la catalasa. Para la
manipulacion de la actividad de este enzima se administré AT.
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4.1.- Estudios conductuales.
4.1.1.- Sustancias.
En el presente estudio se utilizaron las siguientes sustancias:

- Aminotriazol (3-amino-1,2,4-triazole. Sigma, S.L.). C,H,N,. Peso molecular: 84.08.
La concentracion de la solucion estandar utilizada fue de 1 g AT/20 ml salina. Las dosis
administradas fueron 0, 0.01, 0.03, 0.06, 0.125, 0.25, 0.5 g/kg.

- 4-Metilpirazol (4-Methylpyrazole. Sigma, S.L.). CsHgN,O,. Peso molecular: 126.11.
La concentracion de la solucion estandar fue de 20 mg 4-MP/20 ml salina. La dosis utilizada
fue de 10 mg/kg.

- Acido dietildithiocarbamato (Diethyldithiocarbamic acid sodium salt trihidrate;
diethyldithiocarbamate sodium. Sigma, S.L.). CsH;,NNaS,.3H,0. Peso molecular: 225.3. La
concentracion de la solucion estandar utilizada fue de 114 mg DDTC/10 ml salina. Las dosis
empleadas fueron 0, 114, 228, 456 mg/Kkg.

- Cianamida (Calcium cyanamide. Sigma, S.L.). CH,N,. Peso molecular: 42.04. La
concentracion de la solucion estandar fue de 50 mg cianamida/20 ml salina. Las dosis
utilizadas fueron 0, 12.5, 25 y 50 mg/kg.

- Etanol (Alcohol etilico de 96°. Panreac Quimica, S.L.). Las diferentes dosis
empleadas se tomaron de una solucion estandar preparada cuya concentracion fue del 20%
v/v en solucion salina. Las dosis empleadas fueron 0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4 g/kg.

- Salina (Cloruro sodico. Panreac, S.L.).

Para la disolucién de todas las drogas anteriormente enumeradas se utiliz6 una
solucion salina.

La via de administracion para todas estas drogas fue la intraperitoneal (i.p.).
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4.1.2.- Aparataje.

Para la medida de la actividad locomotora fue utilizado un aparato de campo abierto
consistente en un cilindro de cristal transparente de veinticinco centrimetros de didmetro por
treinta centimetros de altura.

Este cilindro presentaba en su base cuatro divisiones realizadas mediante el trazado de
dos lineas negras perpendiculares entre si, lo que delimitaba la existencia de cuatro
cuadrantes de igual superficie.

4.1.3.- Procedimiento experimental.

Los experimentos conductuales se llevaron a cabo tras una semana de habituacion y
aclimatacion de los animales a las condiciones del estabulario, asi el dia de la prueba estos
contaban con cinco semanas de edad y un peso promedio de 30 £ 2 gramos.

El dia de la prueba conductual, a los animales se les retiraba la comida y la bebida e
inmediatamente, eran pesados de manera individual para el céalculo del volumen a inyectar
de la dosis de la sustancia que conformara el experimento o en su defecto la dosis de
solucion salina.

Tras la inyeccion de la droga o de la solucién salina, y en funcion del protocolo
temporal que rigiera el experimento el raton o era devuelto a su jaula hasta el momento de la
prueba conductual o era situado inmediatamente en el aparato de campo abierto para su
evaluacion. El tiempo de permanencia en el campo abierto fue en todos los casos de veinte
minutos, de los cuales solo se registraba para la prueba la actividad locomotora de los diez
altimos minutos del intervalo temporal. Los primeros diez minutos no se computaron con el
objetivo de reducir el efecto de determinadas variables contaminantes como pueden ser la
novedad, la absorcion de la droga y la manipulacion del animal entre otras (KELLEY, 1993).

Por otra parte, se consideré6 como medida de locomocién (desplazamiento o cuenta),
cada vez que el raton cruzaba desde un cuadrante a otro con las cuatro patas.
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4.2.- Estudios bioquimicos.

4.2.1.- Productos quimicos.

Las sustancias utilizadas en los ensayos bioquimicos de la catalasa cerebral y la

posterior cuantificacion de proteinas fueron:

- Ketamina, la solucion de ketamina era de 5 g en 10 ml contenida en un preparado
comercial (Imalgene. Rhone Merieux Labs.) de la que se tomo6 1 ml que se disolvié en 9 ml
de agua destilada. Esta sustancia fue utilizada como anestésico de los animales antes de

sacrificarlos para la extraccion de las muestras de tejido. La via de administracion fue la i.p.

- Digitonina (Sigma Aldrich S.A.). Preparada al 0.01 % utilizando como solvente un
tampon fosfato. Esta solucion se emple6 como disolvente para el proceso de

homogeneizacion.
- Heparina (Sigma Aldrich S.A.). Se utilizaron 1000 unidades disueltas en un litro de
una solucion con agua destilada y cloruro sodico al 0.9%. Esta sustancia se utiliz6 para evitar

la coagulacion de la sangre de los animales durante la perfusion de los mismos.

- Potasio di-hidrogeno-fosfato (KH,PO,. Panreac Quimica, S.L.). Preparado en una

disolucion estdndar de 6.81 g en 1000 ml de agua destilada.

- Fosfato de sodio (NaH,PO,. Panreac Quimica, S.L.). Preparado en una disolucién de

8.9 g en un volumen total de 1000 ml.

Para la preparacion del tampdn fosfato (50 mM) se utilizaron las dos diluciones

anteriores en una proporcion 1/1.5 respectivamente.
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- Peroxido de hidrogeno (Hydrogen peroxyde, 30%. Sigma Aldrich S.A.). Preparado a
una concentracion del 5 mM (34 ml/ 5 ml del tampon fosfato). Utilizado como substrato
para la deteccion de la actividad enzimatica.

- Acido tricloroacético (Trichloroacetic acid. Panreac Quimica, S.L.). Preparado al
6.25% utilizando como solvente H,O destilada.

4.2.2.- Aparataje.

Microcentrifuga para tubos Eppendorf (ALC S.L.). Utilizada para la preparacion de la
muestra.

El espectofotometro utilizado fue el modelo DU 640 (Beckman Co.). Las cubetas
utilizadas poseian 10 mm de espesor y estaban fabricadas en cuarzo. Con los reactivos se
confecciond un tampdn de fosfato estandar (50 mmol/pH 7.0) y una solucion de peroxido de
hidrogeno (30 mmol/l) de acuerdo a la descripcion de Aebi (1984).

Los ensayos bioquimicos se realizaron a partir de cerebros congelados de ratones
similares en cuanto a la cepa, peso y edad a los utilizados en las mediciones conductuales.
Para la evaluacion de la actividad de la catalasa cerebral se utilizaron muestras
homogeneizadas de cerebros que eran extraidos tras ser perfundidos con 50 ml de una
solucion de cloruro sodico al 0.9% y 1000 unidades de heparina. Todos los utensilios
empleados en la manipulacion y almacenamiento de las muestras eran de materiales
plasticos o teflon. Las muestras fueron inmediatamente conservadas a -80 C hasta el
momento de su analisis.

4.2.3.- Procedimiento experimental.

A continuacién se describe el protocolo que sigue el ensayo bioquimico de estas
muestras para la determinacion de la actividad de la catalasa cerebral.

Los cerebros eran pesados y se calculaba el volumen de digitonina, (0.01%) en

relacién con el 10% del peso del cerebro. Posteriormente eran homogeneizados en un
tampon de fosfato (50 mmol/I; pH de 7.0).
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De la solucién obtenida se tom6 una muestra de 1.7 ml para sometentgicgeso de
centrifugacion del0000 rpmdurante 10 minutos en urmaicrocentrifugaEppendorf. Las
alicuotas de sobrenadant®00 ml) fueron afadidas 825 ml detampoén fosfato y se
utilizaron como blanco en lgsosteriores mediciones de #a&tividad de la catalasa. Se
realizar6 un blanco para cada undake ensayossi comares ensayopara cadaina de las
muestras.

Cadauno de los ensayopresentaba una duracion des minutos y las medidas
obtenidas se promediaban para cada 15 segundos.

Cada ensayo consistié en la adicién a la preparacion denominada como blanco de 150
ml de la solucién de peroxido de hidrogeno @®ol/l). Tras esto sagitaba la cubeta que
contenia la nuevpreparacion y se introducia inmediatamente exsgbctofotdmetro para su
medicion.

La obtencion del valofinal de la actividad para cadauno de los ensayos fue
promediado junto con otros dos idénticos, obteniéndose asi una actividad finapquoia sn
relacion con la cantidaital de proteinasontenidas etos 100 ml de lgreparacion de la
muestra de cerebro homogeneizado.

La actividad de la catalagae evaluadamediante espectofotometria ultravioleta en los
supernadantes, midiendo la descomposidi@ah peréxido de hidrégeno a partir del
decremento en absorbancia a una longitud de ondd@em ¢,,, = 0.0394 mmot x cm'?)
(AeBI, 1984). Las diferencias obtenidas en la absorbancia, en relacién a una urielagpale
son una medida adecuada de la actividad de la catalasa.

Para la cuantificacion de la cantidad total de proteina de la muestra se utiliz6 un método
colorimétrico (BRabFORD, 1976) medido con el mismo espectrofotometro léopara visible
a una longitud de onda de 595 nm, en cubetas de vidrio de 3 ml de capacidad.

Asi, lavariabledependiente que se utilizé en la medicién dactavidad de la catalasa

fue la desaparicion de peroxido de hidrogeno (expresada en mpuiesda miligramo de
proteina en un minuto (mmoles dgd:/ min / mg proteina).
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IV. FASES EXPERIMENTALES.

1.- Fase I: Efecto de la administracion de AT.

1.1.- Introduccion tebrica.

1.1.1.- Aspectos generales.

Segun laclasificacion delMerck Index (1989), eB-amino-1,2,4-triazol (AT) es un
compuesto que presenta la siguiente composicion quimica:

28.57 % de carbono
4.80 % de hidrogeno
66.64 % de nitrégeno

A temperatura ambiente esastancia presenta la estructura de un solido cristalino de
color blanco. Entresus propiedades quimicas esta alevadasolubilidad enagua, metanoal,
etanol y cloroformo, su insolubilidad en étemagetona, asi como solubilidad media en
acetato de etilo.

En relacion con su efectividad el AT pertenece a los herbicidas no selectivos, ademas, se
ha observado que la mayor parte de las alteraciones histopatolégicas que genera la
administracion de AT puedeser comparadas con las que causan otras sustancias toxicas
como los insecticidas ylos fungicidas (EEisCHER Y OTROS 1980; Kasza vy oTrRos 1978;
JONSONN Y OTRO$ 1981).

En este sentiddps efectos toxicos causadpsr el AT enanimales se conocen desde
hace tiempo. Asi, por ejemplo, la aplicacamal y crénica del herbicida en ratzanlleva una
respuesta antitiroidea @ Yy oTRos 1958; AEXANDER, 1959; QUNES Y OTROS 1973).

Por otra parte, se hinformado de que del mismmodo que se obtiene una reduccion

en la catalas@ras laimplantacion de un tumor §BesTeiIN 1954; Him v oTROS 1955), la
inhibicion que se observa tras la administracion i.p. de AT es similar a la reduccion que se da
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en la actividad de la catalasaando se desarrolla un neoplasma en el organisREESEGIN
1954).

Por otrolado, sehan reproducidan vivo los canbios que se dan en leatalasa
producidos por un cancer huésped usando AT en animales nornailes ¢fros 1955).

Sin embargo, la accion del AT dos organosanimales va maslla de su accion
inhibidora sobre elenzima catalasasi, mientras que tras la inyeccion de AT en ratas el
contenido de lipidos del serum no cambi6 sustancialmentev(bTros 1977a), la sintesis de
colesterol y de acidos grasos sufrié imtabicion significativa.Por otra parte,aunque el AT
afecta directamentelas dos procesos dantesis,sin embargo, la accion ejercigeor esta
sustancia sobre la sintesis del colesterol es mas intensa que la ejercida sobre lpsadoslos
Este efecto inhibidor del AT haido observado también eporciones dehigado en la
lipogénesis de los hepatocitos de la ratai(y oTros 1977a; BYNEN Y OTROS 1981).

Otros resultadosdican que el AT inhibe elcetil-CoA carboxilasa @NEN Y OTROS
1981), un enzima implicado en la biosintesisodedcidos grasos rafectandosin embargo,
a la actividad del acetil-CoA carboxilasa en los homogenados de los hepatocitos.

Por otra parte, se ha demostrado que el AT actla directasodmie laesterificacion del
metabolismo de los triglicéridos (TG), disminuyendo sensiblemente el nile$ deismos en
el higado ($Hi Y oTrOg 1977a, b). Este decremento les niveles de TGhepéticos no es
dependiente de la disminucién decktalasa en el higado yme no se ha observado una
relacion paralela entre &tividad de la catalasa hepaticéog niveles de TGPareceser por
tanto, que el AT actua de forma independiente, por una parte, sobre la actividad de la catalasa vy,
por otra, sobre el metabolismo de TG.

A partir delos datosanteriores podriamos concluir que el Adne distintos efectos
sobre elorganismo, pero ddosellos el magaracteristico es su efecto iinkdor sobre el
enzima catalasa.

1.1.2.- Estudiosn vitro.

Los estudios orientados adaaluacion de lposibleaccion del ATsobre laactividad
del enzima catalasmuestranque, in vitro, la adicibn de AT a homogenadesmimales,
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preparaciones de catalasa cristalina oTRos 1955; MARGOLIASH Y NOVOGRODSKY, 1958)
y a higado de rata produce una inhibicion de la actividad del enzima.

El AT también genera una inhibicién en preparaciones cristalinas purificadatadsa
hepética y eritrocitrica epresencia de perdxido de hidrogeBm lapresencia de perdxido,
estos estudios muestran queinhibicion que esta sustancia produsebre lacatalasa es
menor y mucho mas lentagid y oTros 1955, 1956; MRGOLIASH Y NOVOGRODSKY, 1958).

En funcién de laanterior, se podria afirmague la presencia de peréxido de hidrégeno
es necesaria para la inhibicion irreversible de la catplaisal AT. Dehecho, en ausencia de
peroxido sélo se consigue uirzhibicion leve y reversible, y esosolo después de una
incubacion prolongada it Y oTROS 1956; EPHLY Y OTROS 1961; ARAGON Y OTROS 1991a).

Otros estudios muestran que el efectaitro del AT sobre laactividad de la catalasa es
dependiente de la concentracion de esta sustaksii@on dosis de 0.5 M o0 mayores se
inhiben tanto las preparaciones cialasa cristalina comlas de tejido homogenado; en
cambio en concentraciones por debajo de 0.5 M, y tras incubacion, el AT inhibe la actividad de
la catalasa de tejido homogenado pero no de preparaciocataldsa cristalina @NSTEIN Y
OTROS 1958).

En resumen y, a partir des datos presentados pedria afirmarque el AT es un
inhibidor del enzima catalaga vitro, cuyo modo de atn depende de la concentracion de
éste y de la presencia o no de peréxido de hidroghsip.en ausencia de perdxido de
hidrogeno altas concentraciones de AT producen una inhibicion sieler del enzima
mientras que si el perdxido esta presente se produce, mediante la accion del AT, una inhibicion
rapida e irreversible de la actividad de la catalasa.

1.1.3.- Estudiosn vivo.

Por suparte,los estudiogrealizadosin vivo indican que la administracion de AT (1
g/kg) en plantas, pauce una disminucién en su contenidorofilico y en la actividad del
enzima catalasa. También, se dizservado que esta sustancia genera una inhibicién en la
catalasa cerebral, renal lepatica, en distias vias de administracién intraperitoneal,
intravenosa y oral (Bl Y oTros 1955,1956; Remze v Seitz, 1985),asi como en diversas
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especies animalestas,perros y ratones (v Y oTROs 1955,1956; NELSON Y OTROS 1956;
ISHI'Y OTROS 1977a).

Se ha observado tambigue la inyeccion de AT causa una reduccion ecatalasa
hepaticarenal y ocular (ldim Yy oTRog 1955,1956; FEINSTEIN Y OTROS 1958; EHIl Y OTROS
1977a) con distintas dosis de AT (0.25, 0.§/Kg), diferentes tiempos de incubacién (0.5, 3,
6, 12, 24, 48 horas) y en varios tejidos como el cerebral y el hepatico, entre otros.

Sin embargo, esta reduccion en la actividad de la catalasa no se observa en la catalasa de
la sangre (RAGON Y OTROS 1991a).

A partir delos datosanteriores sepodria afirmar tambiégue el AT es un potente
inhibidor de la catalasa no satovitro sino tambiérin vivo.

1.1.4.- Mecanismo de inhibicion de la catalasa por el AT.

El mecanismo de inhibicién de la actividad de la catalasa por el AT es el siguiente:

La catalasa en presencia de peroxido de hidroges,)Heacciona con esta sustancia
y seforma un compuesto, llamadompuesto 1 que es espectroscopicamente diferente de la
catalasa .

catalasa + kO, ---------- > (catalasa-kD,) compuesto 1

En esta situacion, el AT puedeirse con este compuesto 1 y como consecuencia de
esto, la actividad enzimatica dsstruida (MRGOLIASH Y OTROS 1960; EPHLY Y OTROS 1961),
es decir, se produce una inhibicion irreversible de la catalasa.

compuesto 1 + AT ---------- > inhibicion irreversible de la catalasa

Por otra parte, ysiguiendo con laanterior, existerdiferentes estudioganto in vitro
comoin vivo (CoHEN Y OTROS 1983; ARAGON Y OTROS 1991¢,1992a) que ponen deanifiesto
una interaccion entre el enzima catalasa cerebral y el etanol, idacealapoyo de ladea de

una oxidacion central del etanol via catalasa.
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Gaunt y De Duve (1976) pusieron de manifiesto la existencia de catalasa en el cerebro.
Este enzima se encuentra les peroxisomaslel citoplasma neuronal fNNAN Y OTROS
1980), donde sametabolizansustancias resultado de twal se produceperoxido de
hidrégeno.

1.1.5.- Mecanismo de reaccion entre el etanol y la catalasa.
El posible mecanismo de reaccién entre el etanol y la catalasa seria el siguiente:

La catalasa reaccionaigan unamolécula deperoxido de hidrogeno y dermaria una
molécula de catalasa activada que se ha llamado compuesto 1.

El compuesto 1 podria reaccionar con el etanol y el resultado de esta readaidcH
y agua.

(catalasa + KD,) compuesto 1 + etanol -------- > AcH + agua

La posibilidad de que esta reaccién entre el compuesto 1y el etanol ocurra en el cerebro
esta apoyada por varios trabajos. Por una parte, algunos experimeatasnAoTros 1986,
1991c) realizados con inhibidores dechtalasa dependientes deréxido de hidrégeno
como son el AT (lHim Yy oTrRos 1956; EPHLY Y OTROS 1961; ARRAGON Y OTROS 1991a) vy la
cianamida (EMASTER Y OTROS 1985), ponen de manifiestue, tantoin vitro comoin vivo, el
pretratamiento con etanpleviene a la catalasa de la accién inhibitoriceskas sustancias
(CoHEN Y OTROS 1980; ARAGON Y 0TROS 1991c¢). Esto sugiere urampeticion entre el etanol
y los inhibidores anteriores por el compuesto 1.

Por otrolado, lageneracion y presencia de®j, tantoin vivo comoin vitro, en el
cerebro de la rata también $i@o confirmada (&RAGON Y oTrRos 1991¢).Asi, lacatalasa y el
peroxido de hidrogenceaccionan para formar el compuestoCliando este compuesto 1
reacciona con el AT, la cianamida o el 4-hidroxipirazol, la acciéesties inhibidoregmplica
una destruccion irreversible de la actividad de la catalasa cerebral.
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Estos aspectos, tomados en conjunto, sugieren que:

- Cuando el etanol esté presente en el organismo competigstosninhibidores por el
compuesto 1 (catalasa®).

- Como consecuencia de esto, la proteccion de la inhibicibnattiillad de la catalasa
por el etanol es una prueba indirecta de que el etanol puede estar compitiendo con el inhibidor
por el lugar activo del compuestosiendo estos fendmendspendientes tanto de ldssis
de etanol como de las que se utilicen para el inhibidor.

En funcién de lo anterior, se plantea que el etanol podria ser utilizado como un substrato
de la catalasa cerebral tamiosivo comoin vitro.

En este sentido, la incubacién de homogeados cerebralesofAy otros 1991c¢) con
etanol supone un aumento en generacion de AcH. Cuando $eaté ese medio con
metirapona o corpirazol, sustancias que inhiben el citocrorRe450 y elenzima ADH
respectivamente, no se obturimguna modificacion etos niveles de AcHobtenidos. Sin
embargo, cuando los homogenados cerebrales fueron tratados cotigh@midasustancias
que inhiben laactividad de la catalasa, s#tuvieron reducciones significativas del AcH
resultante. Ademas, las reducciones en la produccion de AcH fueron dependientissie la
de inhibidor utilizada.

Asi, diferentes autores BEN Y 0TROS 1980; ARAGON Y oTROS 1991¢,1992b; QL v
oTrROS 1992) han presentado datos que indican queatiasa cerebral emnidén con el
peroxido, puede oxidar etanol. En funcion efto, por unaparte, se habservado que el
pretratamiento a ratas con etanol protegi6 a la catalasa de la inhibicion debH&R (@TROS
1980) o de lacianamida (&AGON Y oTROS 1991c¢) vy, porotra, se ha vistgue la adicion al
medio de incubacion de Apreviene laformacion de AcH en homogenadasrebrales
incubados en presencia de etaB@itos resultados sxplican en funcion de lkeompeticion
que AT y etanol presentgor reaccionar con el compuesto 1 (catalasa,®,H (NicHOLLS,
1962; WHEN Y oTROS 1980).

Los resultadosnteriores se han observadmbienin vivo. Asi, los cerebros deatas
pretratadas con inyecciones i.p. de AT (0.0625, 0.25 y 1.0 g/k@gnamida (7.15, 14.3 y

28.6 g/kg), evaluadas con etanol (5000 mM) ysacrificadas $oras despuésiuestran un
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decremento significativo en la oxidacion dghnol, que es dependiente de dbsis de
inhibidor utilizada (ARAGON Y OTROS 1992a).

Estos datos sugieren que el AcH puede ser directamente formado en tejidos cerebrales y
que el responsable de dicha formacion seria el enzima catalasa.

En la misma linea, otros estudios han obtenido que la incubacién con(&€amwhol/l)
de homogenados cerebrales de ratonesddedan en la actividad de la catalasa cerebral
—ratones normales y ratones acatalasémisopene unosiveles de AcH significativamente
diferentes para ambas cepas. Esas diferencias apoyan los datos obtenidos en otros estudios en
los que lacomparacion se realizéon ratones pertenecientes a la mistepa (ARAGON Y
oTrROS 1992b). En estosabajos, la incubacion con etanol (12.5, 25,180 y 200 mM) de
homogenados cerebrales de ratones normales y acatalasémicos pretratados cog/ij), (0.5
produjeronniveles menees deAcH quelos producidos por logormales ylos controles
acatalasémicos.

1.1.6.- Estudios conductuales.

Estos estudios han puesto de manifiesto que el pretratamiento a rataspeniéie la
depresion motora que es producmta el etanol (ARAGON Y oTROS 1989), mientras que en
ratones lo que se obtiene es una inhibicion dactizidad locomotora inducida por dosis
moderadas de etanol (1.6 y 214&g) (ARAGON Y AmIT, 1993).Porotra parte, errelacion con
otras conductas, también se ha obteniglee el pretratamiento con AT reduce de forma
dependiente de lalosis el tiempo de narcosis (RMPIER Y OTROS 1988; TMPIER Y
QUINTANILLA , 1991; ARAGON Y OTROS 1991b), la letalidad inducidaor el etanol (ARAGON Y
OTROS 1989; 1991b; AMPIER Y OTROS 1988) y disminuye la irggta de etanol en ratas
(ARAGON Y AMIT, 1992; RTZINGER Y OTROS 1994; TMPIER Y OTROS 1994) y en ratones
(KoecHLING YAMIT, 1994) que han sido previamente entrenados a beber alcohol, entre otras.

En resumenlos resultados obtenidos en ltabajos de investigacibn mencionados
anteriormente, apoyarian la ideagles lacatalasa puede mediar el metabolismo del etanol a
nivel central siendo de este modo un importante sistema enzimatico que mediante la regulacion
de la formacién de AcH, ejerce una influencia sobre algunas de las conductas irgiucilas
etanol.
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A continuacion se presentan los experimentos realizados para evaluar el efecto de la

administracion del AT.

1.2.- Experimentos.

1.2.1.- Experimento n° 1.

Efecto de la administracion aguda de 3-amino-1,2,4-triazol (AT) sobre la

actividad locomotora inducida por diferentes dosis de etanol.
Obijetivos.

Los objetivos de este experimento fueron dos, el primero, confirmar el efecto bifasico
gue el etanol ejerce sobre la actividad locomotora inducida en ratones en un campo abierto y,
el segundo, demostrar la accién inhibitoria del AT sobre la accion locomotora inducida por
diferentes dosis de etanol.

Hipdtesis.

Las hipdtesis formuladas en este experimento fueron las siguientes:

1- Teniendo en cuenta los datos obtenidos por diferentes investigaciones, se espera
encontrar un efecto antagonista del AT sobre la actividad locomotora inducida por el etanol
en ratones.

2- Se plantea que el AT por si solo, en las dosis empleadas y a los intervalos

temporales medidos, no ejercerd ningun efecto sobre la actividad locomotora espontanea de

los ratones.
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Procedimiento experimental.

Para la realizacion de este experimento se utilizaron 96 animales, que fueron asignados
aleatoriamente a los grupos experimental o control. Asi, cada uno de los grupos estuvo
compuesto por 48 ratones divididos en 6 niveles, uno para cada una de las dosis de etanol
utilizadas.

Los animales pertenecientes al grupo experimental fueron inyectados i.p. con AT (0.5
g/kg) y situados nuevamente en sus jaulas, 5 horas mas tarde, fueron tratados con las
diferentes dosis de etanol (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4 g/kg) e inmediatamente después fueron
situados en el campo abierto para su evaluacion.

Por su parte, los animales del grupo control recibieron un pretratamiento con salina y,
tras un intervalo de 5 horas, fueron sometidos al mismo tratamiento con etanol que los
animales del grupo experimental.

Resultados.

La figura 1, recoge los resultados del efecto del pretratamiento con AT o con solucion
salina sobre la actividad locomotora inducida por etanol.

Se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) de dos factores (TOOTHAKER, 1991a),
en los que el GRUPO y las DOSIS fueron los factores entre sujetos. El factor grupo
presentaba dos niveles, AT y salina, mientras que el factor dosis contaba con seis niveles (0,
0.8, 1.6, 2.4, 3.2, y 4 g/kg de etanol).

El andlisis estadistico puso de manifiesto un efecto significativo para los dos factores
analizados, el factor GRUPO Yy el factor DOSIS, asi como para la INTERACCION entre

ambos.

Los valores de F fueron los siguientes:

Dosis F(5,84) = 8.327 p <0.000
Grupo F(1,84) =12.79 p <0.001
Interaccion F(5,84) = 3.135 p <0.012
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Tras esto, se realizadon las pruebas a posteriori mediante la prueba de comparaciones
multiples de (Fisher’s Least Significant Difference Test, LSD) (TOOTHAKER, 1991b)
quedando de manifiesto que el etanol produce una respuesta bifasica de excitacion y

depresion de la actividad locomotora.

Las dosis de etanol que presentaron diferencias significativas fueron:

-0y 2.4g/kg.
-0y 3.2 g/kg.
-0.8y 2.4 g/kg.
- 0.8y 3.2 g/kg.
-1.6y 3.2 g/kg.
-1.6 y 4 g/kg.
-2.4y4g/kg.
- 3.2y 4 g/kg.

A partir de estos resultados, se podria afirmar que existe un efecto sobre la actividad
locomotora dependiente de la dosis de etanol utilizada, ya que dosis de etanol moderadas y
altas (1.6, 2.4, 3.2 g/kg) inducen un aumento en la actividad locomotora mientras que las

dosis elevadas (4 g/kg) tienen un efecto depresivo sobre la misma.

Los datos relativos al grupo experimental indican que no se producen diferencias
significativas entre ninguna de las dosis de etanol en su interaccion con el AT. De esta
forma, la reduccidn de la actividad que se observa permite la afirmacion de que el AT ejerce

un efecto depresor sobre la actividad locomotora inducida por etanol en ratones.
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Fase |: Efecto de la administracion del AT

Para la determinacion de diferencias entreltssdel grupo experimental y el control,
se realiz6 un analisesposteriorique mostro diferencias para las dosis 1.6, 2.4 y 3.2 g/kg de
etanol.

En funcién de los resultadanteriores se puede afirmar que entre las curvas de
actividad locomotora obtenidas existen diferencias estadisticamente significativas.
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Fig. 1: Efecto de la administracion de 3-amino-1,2,4.triazol (AT) o salina sobre la actividad
locomotora inducida por etanol. Los ratones (n=8) fueron pretratados i.p. con AT (0.5 g/kg) o salina
cinco horas antes del tratamiento con diferentes dosis de etanol (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4 g/kg).

Los datos representan las medias y los errores estandar (**p< 0.01 para las diferencias entre los

grupos salina-etanol y AT-etanol; ##p< 0.01 para las diferencias entre los grupos salina-salina y
salina-etanol).
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Discusion.

Los resultados obtenidos ponenrdanifiesto,por unaparte, el efectdifasico que
el etanol ejercsobre laactividadlocomotora de ratones en el cangtmerto, okeniendo
asi una curva bifasica de excitacion-depresigroyptra, la accidrantagonista que ejerce
el AT sobre esta curva, generando una inhibicion de la actividad inducida por el etanol.

Asi y, aunque el ATejerce también su efectohibitorio sobre lacatalasa hepatica
(Hemm Y oTrROS 1955; EPHLY Y OTROS 1961; NcHoLLs, 1962; Ritze v Seirz, 1985), los
estudios muestran que el AT no disminuyematabolismo del etanol en &igado
(ARAGON Y OTROS 1992a). De forma quies resultados obteniddsdicarianuna posible
implicacion del enzima catalasa cerebral en la mediacion de esta accion.

En este sentido, se ha observado que en el CAS induaidktanol,los niveles en
sangre de esta sustans@n similaregparalos animales pretratados con AT y con salina
(ARAGON Y OTROS 1985a), lo misma@curre en otras conductas inducidas gtanol como
actividad locomotora (RAGON YOTROS 1989) 0 narcosis AMPIER Y OTROS 1988; ARAGON
Y OTROS 1991b).

Por otra parte, diferentes estudiog{B80N Y oTRoOs 1985b; 1991c) han mostrado la
relacion entre catalasagonsumo de etanoRsi, se haobtenido que lactividad de la
catalasa cerebral correlaciona positivamente ceoredumo wluntario de etanol mientras
gue para la catalasa hepética solo se ha obtenido un papel moderado tras la administracion
de dosis narcoticas de etanol, dosis mayores de 3 g/kg. En funcion desdtados, se
podria afirmar que la actividad de la catalasa cerebral podria determmanaa erparte,
los niveles de ingesta de etanol.

También son significativos los resultados obtenidos con diferentes cepas de ratones
gue ponen de manifiesto que las diferencias observadas en la conducteentapgzor
ejemplo, ratones norales yacatalasémicos, no smieden atribuir a diferencias en los
niveles de etanol porgue los niveles sanguineos de stamdimilareparadosis iguales
de etanol (0.8, 1.6, 3.2 g/kg) KAGON Y oTROS 1992b). Ereste sentiddps datosindican
que las diferencias observadas no se deben a diferencias aneles periféricos de
etanol.
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Por otra parte, tambiénlos datos obtenidos con ratones C57BL/6DBA/2
indicarianque las diferencias en cuantaetividad de la catalasa poddar uno de los
mecanismos que estén mediando la sensibilidad diferencial que presentan ambas cepas de
ratones en relacion cdos efectos del etanol en diferentes conductasa¢an vy AmiT,

1987). Asi, se han obtenido diferencias similares entre estas cepas y ratas tratadas con AT
y Ssu grupo control, lo qupodria indicar nuevamente la mediaciéon de la catalasa cerebral
en las diferencias existentes entre ambas cepas.

Todos estos datos sefialarian a la catalasa central como el candidato mas probable en
la mediacién de algunos de los efectos psicofarmacoldgicos del etanol.

A modo de conclusion, splanteariaque el AT antagoniza el efectufasico,
inducido por el etanol, generando una depresion de la actividad locomotora inmtuoaia
etanol y que esta accion estaria mediatizada por la accion del sstEmatico implicado
en la formacién de AcH, a partir del etanol, liderado por la catalasa cerebral.

1.2.2.- Experimento n° 2.

El efecto de diferentes dosis de 3-amino-1,2,4-triazol(AT) sobre la
actividad locomotora inducida por etanol.

Objetivos.

Este experimento se realizdn dos objetivos, por unaparte,determinar el efecto
gue un amplio rango de dosis de AT tuvieran sobeetlgidad locomotor@spontanea de
ratones en un campo abierto y, por otro, determinar si el AT, en alguna de lasdostvas
utilizadas tienealgun efecto en su interaccion conalgtividad locomotora inducida por
etanol (1.6 g/kg) en ratones.

Hipdtesis.

La hipétesis de este experimento seria la siguiente:

1- La inhibiciobn que el AT producsobre losefectos del etanol en lactividad
locomotora de ratones serdAdependiente de la dosis de AT utilizada.
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Procedimiento experimental.

La realizacion de este experimento implico la utilizacion de 56 ratones CD1, los
animales fueron divididos aleatoriamente en dos grupos, el experimental y el control. Cada
uno de ellos contaba con 7 niveles, uno por cada dosis de AT y cada nivel estaba integrado
por 8 animales.

Los animalesfueron pretratados con inyecciones i.p. de (87T0.01, 0.03, 0.06,
0.125, 0.25y 0.5 g/kg). La dosis 0 g/kg de AT se obtuvo inyectando al rat@antitad
de salina equivalente a la @5 g/kg deAT. Tras este pretratamientlds ratoneseran
devueltos a sus jaulas.

El rango de dosis utilizado se determiné a partir diotas de 0.5 g/kg ygue esta
dosis anula la induccion de la actividad locomotora producida por etanol. Esta dosis de AT
ha sido utilizada por diferentes autoreg480N Y oTROS 1989; ARAGON Y AMmIT, 1993) en
la evaluacion de la accion del Abbre laaccion de etanol en diferentesnductas. El
abanico dalosis es efesultado de una progresigg@ométrica de lalosis de 0.5 g/kg
como ultima dosis.

Tras unintervalo de Shoras,los ratonegecibian el tratamient@onsistente en una
inyeccion i.p. de salina, giertenecian ajrupo catrol, y enuna inyeccion de etanl.6
g/kg), si formaban parte del grupo experimental.

Inmediatamente después de esta Ultima inyeccion, el animal era situadiparatel
de campo abierto para su posterior evaluacién conductual.

El protocolo temporal, de 5 horas, entre el pretratamiento y el tratamiento posterior,
fue establecido a partir de algunos trabajossG®N Y 0TROS 1985a; 1991c) que ponen de
manifiesto que este es iatervalo de maximanhibicién de laactividad de la catalasa
cerebral (82-90%) por parte del AT.

Resultados.

En la figura 2 se pueden observar, por una parte, el efecto que las difdosigede
AT presentan sobre la actividad locomotora espontanea girppta accion del ABobre
la actividad locomotora inducida por una dosis de etanol.
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La prueba estadistica utilizada fue un ANOVA de los grupos experimental y control.

Asi, serealizO un ANOVA de 2 factoregstosfueron, el factorGRUPO, que
constaba de dos niveles, —etanol y salina—, y el f&sB81S con 7 nieles -0, 0.01, 0.03,
0.06, 0.125, 0.25y 0.5 g/kg de AT—.

El analisis realizado puso de manifiesto un efestadisticamente significativo para
los dos factores, éhctor GRUPO vy effactor DOSIS, asi comopara laINTERACION

entre ambos.

Los valores que se obtuvieron para la F, fueron los siguientes:

Dosis F (6,98)= 3.825 p< 0.002
Grupo F (1,98)= 21.759 p< 0.000
Interaccion F (6,98)= 3.095 p< 0.008

Como puede observarse en la figurdo®,animales quéiabiansido tratados con
solucion salina no presentaron diferencias significativas. Este resuitci que el AT
en cualquiera de ladosisutilizadas en este experimento no tiene un efecto significativo

sobre la actividad locomotora espontanea de los ratones.

El analisisa posteriorirealizado para ajrupo experimental, mediante larueba
LSD de Fisher, mostré diferenciasstadisticamente significativas entes siguientes

dosis:

0y 0.01 g/kg

0y 0.03 g/kg

0y 0.06 g/kg

0y 0.125 g/kg
0y 0.25 g/kg

0y 0.5 g/kg
0.01y 0.125 g/kg
0.01y 0.25 g/kg
0.01y 0.5 g/kg
0.03y 0.5 g/kg
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Estos resultados ponen de miagsifo que el efecto del ABobre laactividad
locomotora inducida por etanol es dependiente dedés de nhibidor administradaAsi,
las mayoresiosis de ATinhiben en mayor grado lkactividad locomotorajue lasdosis
mas pequefias.

En cuanto a la interaccién enti@s grupos, elanalisisa posteriorj indica que
existen diferencias significativas para thssis bajas del inhibidor(0.01 y 0.03 g/kg)
mientras que en ladosismoderadas (0.06 y 0.125 g/kgaias(0.25 y 0.5 g/kg) no se
obtienen diferencias entre ambos grupos.
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Fig. 2: Efecto de diferentes dosis de 3-amino-1,2,4-triazol (AT) sobre la actividad locomotora
inducida por etanol. Los ratones fueron pretratados i.p. con AT (0, 0.01, 0.03, 0.06, 0.125, 0.25, 0.5

g/kg) o salina cinco horas antes del tratamiento con etanol (1.6 g/kg).

Los datos representan las medias y los errores estandar (**p< 0.01 para las diferencias entre los
grupos salina-AT y salina-etanol; ##p< 0.01 para las diferencias entre el grupo salina-etanol y el

grupo AT-etanol).
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Discusion.

En este experimento se ha estudiado el efecto de difedydes de AT sobre la
actividad locomotoraspontanea de ratones, asi como el efectestés dosis sobre la
actividad inducida por etanol en un campo abierto.

En ese sentido, los resultados ponen de manifiesto que el AT, a ningunaasidas
evaluadas, presenta, por si mismo, efeoture laactividad locomotor&spontanea. Desde
un planteamiento estadisticeste hecho se pueddservar, a partir déos analisis a
posteriori en la ausencia de diferencias entre la actividdddeatones pretratados con la
dosis 0 g/kg de AT vy las restantssisdel inhibidor. Este hecho es congruente con los
datos que indican que thtamientocon AT es toxico en administraciones crénicas pero
gue muestran una ausencia de toxicidad si la administracion es ageday(Bfros
1958; AEEXANDER, 1959; QINES Y OTROS 1973; HINT, 1996).Ademas,otros autores han
informado de la ausencia de efecto del gobre ladeambulacién espontanea de ratas
(ARAGON Y OTROS 1989) y de ratones GAGON Y AmIT, 1993).

En cuanto a los resultados obtenidos en el grupo experimental, se puede afirmar que
el AT ejerce un efecto inhibitoriggobre laactividad locomotora inducidpor etanol en
ratones. En relacion con este hecho, se obtienen diferencias entre las dosis menores de AT
y las restantes dosis.

Ademas, se ha obtenido que esta inhibicién es dependientelasidadeinhibidor
utilizada. Demodo que se observa una mayor inhibicion dectavidad locomotora a
medida que se aumentan Essisdel AT. Asi,este efecto dependiente dediasis se
determina observando qles datos de lanteraccion entrdos grupos solo mstran
diferencias significativas para la®sis 0, 0.01 y 0.03 g/kg d&T, que son las dosis
menores de AT, mientras que entre las dosis restantes ya no se obltinene difemércias
el grupo control y el experimental.

Asi mismo,los resultados obtenidos este experimento estan en consonancia con
los de estudioanteriores (RAGON Y OTROS 1992a) en los que s#bservé que en ratas
pretratadas con undosis de AT (1g/kg), esta sustancia bloqued, atenud y antagoniz6
diferentes efectos conductuales inducigos etanol como el CAS (RGON Y OTROS
1985a), la actividad locomotorakAGON Y 0TROS 1989), la narcosis o la letalidadrp@soN
Y AMIT, 1987; TAMPIER Y OTROS 1988; ARAGON Y OTROS 1991D).

116



Fase |: Efecto de la administracion del AT

El resultado que indica que la relacion entre etanol y AT es dependienteddsias
de AT también tieneeferentes anteriores, en este sento® resultados de los estudios
sobre consumo detanolponen de manifiesto que el AT produce una reduccién de la
ingesta voluntaria de etangie es dependiente dedasis de ATadministrada, tanto en
ratas (ARRAGON Y AMIT, 1992; RTZINGER Y OTROS 1994; TAMPIER Y OTROS 1995) como en
ratones (KecHLING Y AMIT, 1994). Ste efecto dependiente de dasis de AT se ha
observado también en la reduccigue ejerce el ATsobre laactividad de la catalasa
cerebral (RAGON YOTROS 1991c).

Por otra parte, las acciones que ejerce el AT parecen ser especificas para el etanol ya
gue este inhibidor no ateni@s efectos conductuales producidosr otras drogasomo
la morfina y el cloruro de litio (RaGON Y oTROS 1985a), el pentobarbital (@TANILLA Y
OTROS 1980; TAMPIER Y OTROS 1988) y la morfina (RAGON Y AMIT, 1993) entre otras.

En resumen, se podria afirngue el pretratamiento con Adntagoniza, efuncion
de la dosis administrada, los efectos psicomotores del etanol saebt®itiad locorotora
en ratones.

1.2.3.- Experimento n° 3.

El efecto delintervalo temporal entre la administracién del 3-amino-1,2,4-
triazol (AT) y el etanol.

Objetivos.

El objetivo que seseguiacon larealizacion de este experimeritee determinar el
intervalo temporatlurante el que el A€jerceria swaccionsobre laactividad locomtora
inducida por etanol.

Hipétesis.

1- Los efectos del ATsobre laactividad locomaira inducidapor el etanol en
ratonesseran funciordel intervalo de tiempgue transcurre entre la administracion de
inyecciones i.p. de AT y la posterior evaluacion con etanol.

2- A partir de unintervalo de tiempo determinado la accién del AT empezard a
declinar hasta la recuperacion de los niveles basales de la actividad locomotora.
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Procedimiento experimental.

Para larealizacion de este experimento se utilizaron 40 aningles fueron
asignadosaleatoriamente &s diferentes intervalos temporalegie se iban avaluar,
resultando cinco intervalos temporales con ocho ratones por intervalo.

Los animalesfueron pretratados con AT (0.5 g/kg) y tratervalos temporales
diferentes (0, 2.5, 5, 10 y 20 horas) fueron administrados con una inyecciénetanale
(1.6 g/kg). Tras esta, el animal era situado inmediatamente después en el campo abierto.

Resultados.

En la figura 3 se presenta el efectolaediferentes intervalos temporales, entre la
administracion de AT (0.5 g/kg) y etanol (1.6 g/kg), sobre laactividad locorntora
inducida por etanol.

El analisis estadistico de los datos fue realizado mediante un ANOVA de 1 factor. El
factor analizado fue el efecldEMPO, que presentaba cinaweles (0, 2.5, 5, 10 y 20

horas).

Los resultadosndicaron un efectoestadisticamente significativo para el efecto
TIEMPO.

El valor obtenido para la F fue el siguiente:

Tiempo F(4,35) = 3.021 p < 0.031

Para determinar entre qué intervalos tempotesiandiferencias significativas, se
realizé un analisia posteriorimediante la prueba LDS de Fisher.
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Los resultados obtenidos ponen de manifiestxistencia de diferencias entre los
siguientes intervalos:

-0y5horas.
-0y 10 horas.
-5y 20 horas.

Como se puede observar en la figura 3pretratamiento con AT produce una
inhibicion dependiente de kctividad locomotora, inducidpor etanol, que alcanza su
punto maximo a las 5 horas de su inyeccion y se mantiene cuando el intervalo entre ambas
drogas es de 10 horas.

Ademas, se puede observar tamlgjée a partir de dicho momento se produce una

recuperacion de la actividad (20 horas) que es similas mivelesbasales. Este resultado
se extrae de la ausencia de diferencias significativas entre los tiempos 0 y 20 horas.
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Fig. 3: Efecto del curso temporal del 3-amino-1,2,4-triazole (AT) sobre la actividad locomotora
inducida por etanol. Los ratones (n=8) fueron pretratados con AT (0.5 g/kg) o salina simultaneamente, o
2.5, 5, 10 o 20 horas antes del tratamiento con etanol (1.6 g/kg).

Los datos representan las medias y los errores estandar (**p< 0.01; *p < 0.05)
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Discusion.

La evaluacion del intervalo temporal entre el pretratamieoto AT y el posterior
tratamientocon etanol hguesto de manifiesto que para que el djigrza su maxima
accionsobre laactividad locomotora, el interval@ptimo entrelos tratamientos es el de
cinco horas. Este dato e®mngruente colos obtenidos por otros autores que stz
gue lamaxima inhibicion de la catalasa cerelpal la &cion del AT se obtuvo cinco
horas después de la adistracion de esta sustanciarGSON Y oTros 1985a, 1989,
1991c).

En este sentido, se ha obtenid@480N Yy oTros 1989) undecremento deB5-95%
en la actividad de la catalasa cerelimalfo en ratas como en ratones, respectyruglo
tratado con salina cuatro horas después de la inyeccion i.p. de AT (0.5y 1 g/kg).

Ademas,los resultados referidos a otros inhibidores decdtalasa como, por
ejemplo, la cianamida AScHIS-SEGURA, 1997) indicartambiénque lamaxima inhibicion
de la actividad del enzima (50%) se produce chmm@s después de la administracion del
inhibidor generanddambién enese momento landxima inhibicion de laactividad
locomotora.

Por otra parte, ladiferencia encontrada entre &ctividad locomotorapara los
tiempos 0 y 10 horas indicaria que la accion dep@fimanece, al mencdespués ddiez
horas denabersido administrado el inhibidor. Y es a partir de ese momento cuando los
niveles de actividad enzimatica empiezareeuperarse hastcanzar el intervalo de 20
horas en el que ya lactividad locomotora esta totalmente recuperadanmastrando
diferencias con los valores basales.

En este sentido, los datos de este experimeamten la linea diws obtenidogara
otros inhibidores. Asi, los resultados obtenidos para la cianamida, indican también que esta
retorna a los valores control 24 horas después del tratamiento con el inhileiast{Er
Y OTROS 1986).

En definitiva, la manipulacién del intervalo tempdi@l 2.5, 5, 10 y 2Goras)entre
el pretratamiento déos ratones con AT (0.5 g/kg) y la administracafel etanol(1.6
g/kg), indica que el AT produce una inhibicién sobradtividad locomotora inducida por
etanol. La inhibicion inducida por el AT es maxima a las 5 horas de su inyeccion. A partir
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de esanomento, comienzana recuperacion de &tividad locomotordnastalos niveles
basales de la variable.

1.2.4.- Experimento n° 4.

El efecto de la administracién aguda de 3-amino-1,2,4-triazol (AT) sobre la
actividad de la catalasa encefalica en diferentes intervalos temporales.

Aunque la presentacion de este experimento esta realizada como si se tratara de un
unico estudio, en su desarroiealmente englobdos estudios. Pouna parteestaria la
evaluacion del efecto de la administracion de diferatisgs de AT sobre lactividad de
la catalasa cerebral por otra, se examina el efecto déderentes intervalos temporales
entre la administracion de una Unica dosis de AT y la medidaaitiviad de la catalasa
encefalica sobre la mencionada actividad.

La presentacion conjuntasponde al hecho de que ee modo su enfoque y su
objetivo estén sujetos a una mayor comprension durante su exposicion.

Objetivos.

Los objetivos de este experimetfiteeron varios, por unaparte,determinar el efecto
de diferentes dosis de AT sobrealetividad de la catalasa cerebpy otra, determinar el
efecto de varios intervalos temporales entre la administraciéon de AT y la medida de la
actividad de la catalasa cerebral y, finalmeet@juar laposible relacion entre lactividad
locomotora inducida por etanol y la actividad de este enzima.

Hipdtesis.

Las hipétesis formuladas en este experimento fueron las siguientes:

1- La administracion de diferenteksis de ATproducird una reducciéon de la
actividad de la catalasa que sera dependiente de la dosis de AT administrada.

2- El tratamiento con AT provocara una pérdida dectavidad de la catalaspe se
recuperara tras un intervalo temporal determinado.

3- La accion del ATsobre laactividad l@omotora ysobre la ecién de la catalasa
cerebral presentaran una estrecha relacion.
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Procedimiento experimental.

Para la realizacion de estos estudios bioquimicos se utilizaron 72 animales. De estos,
42 fueron utilizados para evaluar la influencia de las diferentes dosis de AT sobre la
actividad de la catalasa cerebral. Los 30 restantes se emplearon para determinar el efecto del
intervalo temporal entre la administracion de una dosis aguda de AT (0.5 g/kg) en la
actividad del mencionado enzima.

En el primer caso, los animales eran pretratados i.p. con diferentes dosis de AT (0,
0.01, 0.03, 0.06, 0.125, 0.25 y 0.5 g/kg) y tras un intervalo de 5 horas, eran anestesiados y
perfundidos para posteriormente extraer su cerebro.

En el segundo caso, se aplicé un tratamiento con una dosis de AT (0.5 g/kg) y en
diferentes intervalos temporales (0, 2.5, 5, 10, 20 horas) se anestesiaba y perfundia a los
animales para la posterior extraccion de su cerebro.

En ambos casos, los animales eran anestesiados con ketamina (0.5 ml de la solucion
estandar) y tras la extraccion de los cerebros estos eran inmediatamente conservados a -80 C
hasta el momento de su utilizacion.

Resultados.

A continuacion se exponen los resultados obtenidos para cada uno de los
experimentos.

En la tabla 1 se muestra la actividad de la catalasa cerebral de ratones tratados con
varias dosis de AT cinco horas antes de realizar la perfusion de estos animales.

Se realizé un ANOVA de un factor. El factor analizado fue el efecto DOSIS, que
presentaba 7 niveles (0, 0.01, 0.03, 0.06, 0.125, 0.25 y 0.5 g/kg).

Los resultado indicaron un efecto estadisticamente significativo para el efecto DOSIS.
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El valor obtenido para la F fue el siguiente:

Dosis F(6,33)=3.19 p <0.01

Para determinar entre qué dosis existian diferencias significativas, se realizo un analisis a
posteriori mediante la prueba LDS de Fisher.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la existencia de diferencias entre el grupo
tratado con salina y las dosis siguientes: 0.01, 0.06, 0.125, 0.25 y 0.5 g/kg.

Estos resultados indicarian que las dosis utilizadas producen una reduccion de la
actividad de la catalasa cerebral.

Por otra parte, los datos obtenidos para el segundo aspecto a evaluar que se recoge en este
experimento, la influencia del intervalo temporal entre el pretratamiento con AT (0.5 g/kg) y la

recogida de las muestras, pueden observarse en la tabla 2.

La prueba estadistica para analizar los resultados obtenidos fue un ANOVA de un factor.
Este factor fue el efecto TIEMPO, que presentaba 5 niveles (0, 2.5, 5, 10 y 20 horas).

Los resultados indicaron un efecto estadisticamente significativo para el mencionado
efecto.

El valor obtenido para la F fue el siguiente:

Tiempo F(4,22) =3.53 p <0.05

Con objeto de determinar entre qué intervalos existian diferencias significativas, se
realizd un analisis a posteriori mediante la prueba LDS de Fisher.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que es el intervalo de 5 horas el que
produce la mayor inhibicion de la actividad del enzima. Al mismo tiempo estos resultados
indican que la actividad de la catalasa cerebral volvid a los niveles basales de los animales
tratados con salina a las 20 horas.
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Posteriormente, mediante @studiocorrelacional, se analizé la relacién entre la
actividad de la catalaszrebral de animalesn experiencigpreviacon etanol quéueron
tratados con AT (tablas 1 y 2) ydatividad loconotora inducidgoor etanol en ratones
pretratados también con AT (experimento n° 2). Los resultados de este analisis se recogen
en la figura 4.

Para la correlacion se comparailos datos de los estudial efecto de varias
dosis de AT y losfectos delntervalo temporasobre laactividad de la catalasa cerebral
con los datos de los experimentos sobre los efectos de varias dosis de AT y los efectos del
intervalo temporal sobre la actividad locomotora inducida por etanol. La covayiamzse
obtiene para ambas medidas da como resultad@lonpara la correlaciéon dBearson
significativo, F = 0.78 (p < 0.01).

En funcién de los resultados obtenidos se puede afirmar que aactividad de la
catalasa cerebral se da también una mayor actividad locomotora inducida por etanol.
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TABLA 1

EFECTO DE DOSIS DE AT SOBRE LAACTIVIDAD DE LA CATALASA

CEREBRAL
Dosis de AT Actividad de la catalasa cerebral p <

(9/kg) (mmol HO,/min/mg proteina)

0.000 1.8780.096 ns
0.010 1.52%0.207 0.05
0.030 1.7220.080 ns
0.060 1.5340.039 0.05
0.125 1.4780.078 0.05
0.250 1.3020.061 0.01
0.500 1.3530.077 0.01

Medias y errores estandar dealetividad de la catalasserebral (mmol ED,/min/mg
proteinajtras la administracion i.p. dariasdosis de AT (g/kg) en ratones (n = 6 por
grupo), 5 horas después de la inyeccién de AT.
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TABLA 2

CURSO TEMPORAL DEL EFECTO DEL AT SOBRE
LA ACTIVIDAD DE LA CATALASA CEREBRAL

Tiempo Actividad de la catalasa cerebral p<
(horas) (mmol HO,/min/mg proteina)
0 1.90@0.210 ns
2.5 1.75@0.112 ns
5 1.24(30.092 0.01
10 1.70@0.194 ns
20 1.7830.091 ns

Medias y errores estandar dealtividad de la catalaseerebral (mmol ED,/min/mg
proteina) en diferentes intervalos temporales tras la administracion i.p. @580 g/kg)
en ratones (n = 6 por grupo).

127



Fase |: Efecto de la administracion del AT

Actividad locomotora
(cuentas/10 minutos)
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Fig. 4: Relacion entre la actividad de la catalasa cerebral y la actividad locomotora inducida por etanol de
grupos con las mismas condiciones de tratamiento. El eje horizontal indica la actividad de la catalasa
cerebral (mmoles H202/mg proteina/min) para cada grupo (Tablas 1 y 2). El eje vertical muestra la
actividad inducida por etanol para diferentes animales pero bajo las mismas condiciones de tratamiento.
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Discusion.

Como se ha presentaddgs resultados obtenidos indican ur@rrelacion
significativa entre la actividaldcomotora inducidgor etanol y la actividad de la catalasa
encefélica. Ademassta relacion se ha demostrado con diferedtess de AT y en
diversos intervalos temporales tras el tratamiento con AT.

Los resultados obtenidasplicanalgunos de los obtenidos enlitaratura. En este
sentido, se inform6 de que 2oras después de la inyeccion de ATaddvidad de la
catalasa cerebral volvia a sus valores normalEdABrer Y 0TROS 1986; ARAGON Y OTROS
1991a). Los datos obtenidos emeatsente experimento demuestran lo mismo ya que la
inhibicién que el ATejercesobre laactividad loconotoraasi comdos obtenidogpara la
actividad de la catalasa ponen de manifiestoamuieos parametros retornasus \alores
basales a las 20 horas de la administracion del AT.

Por otra parte, elcursotemporal que se observa en la reduccién deatalasa
cerebral es similar al obtenido con otros inhibidores datiEasa como la cianamidssi,
se encontrd que la cianamida (0.68 mmoles/kg) también produw@ima inhibicion de
la actividad de la catalasa a las 5 horas de su administrasi@HESEGURA, 1997).

Otros resultados indicague el AT inhibetambién la catalasa hepéticag( v
oTROS 1955; RiuTzE Y SEImz, 1985). Sinembargo, investigaciongsosteriores no han
encontrado cambios dons niwles de etanol esangre tras la administracion de AT y
dosis moderadas etanol GAGON Y oTrROs 1985a,1989). Porotra parte, otros datos
indican quesolo cuando ladosis deetanol que se administra es mayor dg/ly la
catalasa hepética tendria relevancia emetabolismo del etanol {rPIER Y MARDONES
1986; ARAGON Y OTROS 1991D).

Una explicacion alternativa podisar que eAT, mediante la inhibicibmue genera
sobre laactividad de la catalasa, previenddemacion de AcH en el cerebro, impidiendo
cualquier efecto conductual por parte del AcMI{8Y 0TROS, 1997; ZMATKIN Y DEITRICH,
1997). Los datos que apoyaste planteamiento provienen des resultados que
demuestran una reduccién de la concentracibn de AchHhoemogenadoscerebrales
incubados con AT (RAGON Y OTROS 1992a; RAGON Y AMIT, 1993).
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Por otra parte,aunque los homogenadosrebrales de ratones pertenecientes a la
cepaC3H (C3H-N y C3H-A) incubadoson etanol muestran generacion AteH, los
ratones acatalasémic@@3H-A) mostraron un aumenigelevante en lgproduccion de
AcH cuando los homogenadostsataron con concentraciones de etanol mayores. Este
resultado es congruente con sus bajos nivelextdedad de la catalasa RAGON Y AMIT,
1993).

Asi, lareduccién de lactividad de la catalasa, ggamediante la accién del AT o
por unaselecciéngenética,supone unalisminucion tanto eros niveles generados de
AcH como en la actividad locomotora inducida por etanol.

Ademas, también se lubtenido (ARAGON Y AmIT, 1993) que ekfecto conductual
del AT es especifico para el etanolguee noaltera la actividad locomotora inducida por
cocaina.

En funcién de estos datos glanteapor unaparte que el AT inhibe lactividad
locomotora inducida por etanol y, por otra, que esta misma sugtaoeia también una
inhibicion sobre laactividad de la catalaseerebral a las mismadosis eintervalos
temporales. Y, dado questos dogparametros presentan una relace&stadisticamente
significativa y positiva parece posible afirmar quedtalasa encefalica desempefiaria una
importante funcién en la mediacion en algunos de los efectos inducidos por etanol, en este
caso, sobre la actividad locomotora inducida por esta droga.

A continuacién se presentan las conclusiones que se extraen dedaptramental
que conforman los experimentos realizados con AT.
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1.3.- Conclusiones.

1- El etanolproduce unefecto en la actividad locomotora de ratompse es
dependiente de la dosis de etanol utilizada.

Los datos obtenidoslemuestran que elos animales pretratados con salina y
evaluados con etanol, dosis bajas de etanol inducsstivaad locomotora, mientragie,
dosis altas de etanol inhiben la mencionada actividad.

2- ElI AT (0.5 g/kg) posee uefecto inhibitoriosobre laactividad locomtora
inducida por etanol en ratones.

3- La administracién de AT solo no afecta la actividad locomotora espontanea de los
ratones.

4- La inhibicion que el AT ejercgsobre laactividadlocomotora inducidgor etinol,
es dependiente de la dosis de AT administrada. En este sentidosigisajas de AT (0,
0.01, 0.03, 0.06 g/kg) en su interaccion con etéhélg/kg), nodisminuyen laactividad
locomotora inducida por etanol. Sambargo, si se obseregsa disminuciorsobre los
efectos del etanol en kctividadlocomotora cordosis altas de AT (0.1250.25 y 0.5

g/kg).

5- So6lo cuando eintervalo de tiempo entre el pretratamierdon AT y la
administracion de etanol sea de citmras o su alor esté proximo a cinco horas, los
efectos del AT sobre la actividad locomotora inducida por etanol seran maximos.

6- La accidn inhibitoria que el AT ejersebre laactividad locomotora inducida por
etanol es maxima las 5 horas de su inyeccion ypartir de ese momento se recupera
hasta los niveles basales de la variable.

7- EI AT produce una reduccion de la actividad de la catalasa cerebral.
8- Existe una correlaciéplevada ypositiva entrelos efectos del ATsobre la
actividad locomotora inducida por etanol y la inhibicidbn que esta sustjeaiasobre la

actividad de la catalasa encefélioesultado que reafirma el planteamiento de que este
enzima esta implicado en el mecanismo que media esta accion conductual del etanol.
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2.- Fase lI: Efecto de la administracion de 4-MP.

A continuacion se presenta ub@eveintroducciénacerca de la utilizacion détMP en
diferentes planteamientos experimentalg® engloban tanto paradigmas bioquimicos como
conductuales, elos que se pone de miesto su accion inhibitoriaobre laactividad de la
ADH periférica. La presencia de esta inhibicion es un aspecto determinante en los
experimentos que componen la parte experimental dd esita Doctoral ya que est&cion
del 4-MP sobre la ADHpermite una atenuacion transitoria des efectos periféricos
originados por el aumento en la concentracion de AcH periférico, estando esta genefada
accion de losdiferentes inhibidores utilizados dos eyperimentos. Esta manipulacién
farmacologica mediante d-MP, permite la egresionobservable de laposiblesacciones
existentes a nivel central producidas por la acumulacion central de AcH.

2.1.- Introduccion tedrica: Aspectos generales.

El 4-MP es una sustancia que actla especifica y eficazmente como inhibidor de la ADH
(THEORELL Y OTROS 1969; BOoMSTRAND Y THEORELL, 1970) generando, tras la ingestaetiol,
un blogueo completo de la acumulacion de AcH.

Como ya se ha comentado £IMP previene la acumulacion de AcHurante el
metabolismo del etanol fibros, 1975; 3LASPURO Y OTROS 1977; LNDROS Y SNCLAIR, 1979;
SINCLAIR Y OTROS 1980; S\CLAIR Y LinDROS, 1981). Eneste sentido, la inhibicién parcial
causada por el 4-MP sobre la oxidacion del etanol podria permitir que casi todo el AcH que se
obtine tras la oxidaciédel etanol fuera metabolizado dentro Higjado,eliminando de esta
forma la acumulacion de AcH en sangraufiros, 1975).

El estudio de las propiedades deMP como unnhibidorin vivo del metabolismo del
etanol en ratas hauesto de manifiesto que esta sustaef@eaceuna inhibicibncompetitiva
con el metabolismo del etanplolongando laeliminacién de estalroga (BOMSTRAND Y
THEORELL, 1970; RomMsTRAND, 1971; RDBERG Y NERI, 1972; BLASPURO YOTROS 1977).Asi,
la administracion del 4-MP 15 minutos antes del etanol (1.5 g/kg) induce una inhibicién de la
eliminacion del etanofue esdosis dependiente, de formgue mayoresdosis de4-MP
producen un grado de inhibicion también mayor.

133



Fase II: Efecto de la administracion del 4-MP

Por otra parte, en relacion a la duracion del efecto inhibitorio gtk ejercesobre
la eliminacién del etanol, se habservado que cuanto mayor es imfervalo entre la
administracion de las dos sustancias menor es el grado de inhibiciéjeigpeecd-MP en la
eliminacién del etanol, sirvacomo ejempldos datossiguientes, un intervalo d&25 horas
generd un 67% de inhibicion; el transcurso de una hora entre las administraciones de las dos
sustancias produjo una inhibicidel 61%; 2 horas un 46%; 4 horas un 14%0#RRG Y
NERI, 1972).

Entre otras acciones, el-MP ejerce una disminucion erlos efectos metabdlicos
secundarioslel etanol relacionados con el cambio en la reduccion del astdobohepatico
de la ratio NAD/NADH libres (S\LASPURO Y OTROS 1977).

Otros estudios (FoBERG Y NERI, 1972) han intentado determinar sdeMP tiene algin
efecto depresor central o si modifica los efectos inducidos por s@in@ el SNC, ahismo
tiempo también se estudio la posible correlacion entre la concentracion de etarsdregrda
y las alteraciones conductuales observadas. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que
las alteraciones en la coordinacion provocautasla admirstracion de etanaolo son del
11.9%, siendo para d-MP del 7.2% mietras que la combinacion de ambos provocaron
alteraciones del 14.9%.

Estos datoéndicarianque el4-MP induce por simismo una depresion conductual y
ademds,que actua sinergisticamenteon el etanol, produciendo un aumento y una
prolongacion de las alteraciones inducidas por el etanol en la coordinacion motora.

Sin embargo,los resultados obtenidos en leferido a la accion de#-MP en la
actividad motorason contradictorios ya que mientrasos autores (BBERG Y NeRrl, 1972)
informan del aumento y prolongacion de la incoordinacion motora indpoidatanol,otros
autores obtienen que la administracion de esta sustandianeana accion farmacoldgica
directasobre la depresidnonductual ya que naltera eldesempefio motor inducido por
etanol (1,5 g/kg i.p.) en el plano inclinadaN(RAIR Y 0TROS, 1980) ni laactividad l@omotora
espontanea de rat@Ivak Yy AmiT, 1987).Estos resultados son consisterdes lo obtenido
por Svensson y Waldeck (1973) utilizando ratones en un paradigma de campo abierto.
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Esta sustancia se ha utilizadambién enestudios sobre ingesta d&tanol en
combinacion con inhibidores de la ALDH pataterminar,por unaparte, supapel en la
conducta de ingesta mediante su accion indisitae losniveles de AcH ersangre y, por
otra, permite la evaluacion de Iss niveles de AcHpor si mismodimitan directamente el
consumo de alcohol.

Asi, se haobtenido que en interaccidbn condanamida, un inhidor de laALDH,
provocauna disminucion déos niveles de AcHaumentadogor la inhibicion de la ALDH
inducida por lacianamidapero noprovoca un aumento debnsumovoluntario de etanol en
ratas (LNDROS Y SNCLAIR, 1979; SNCLAIR Y LINDROS 1981). Estudiosealizadospor estos
mismos autores con ratas declgpaANA, que tienen bajoconsumo deetanol y que
desarrollanelevados niveles de Aclitas la ingesta detanol (RikssoN 1973), indican
también que los bajos niveles de Aobtenidos con la administracion deMP a estasatas
no suponen un aumento en la ingesta de alcohol. Efirestaleinvestigacion, también se ha
obtenido que e#-MP (30 mg/kg i.p.), produce ungrofunda supresion de la ingesta
voluntaria de etandin producirefectos colaterales o tdxicos observables que pudieran dar
cuenta de la supresion en la ingestduntaria (@QRrRR Y oTrROs 1980). Estehecho se ha
intentado explicar desde dos puntosvidéa. Por unaparte, se ha phteado que al generarse
un retraso en la eliminacion de etanol, este se encuentra durante masiigropible lo que
reduciria el requerimiento de etanobr lo que elnimal reduciria seonsumo destanol; por
otra parte, lareduccion en el consunmdriadeberse a l&liminacion delas consecuencias
reforzantes producidas por AtH en el cerebro (BwN Y oTros 1979) debidas a la
inhibicion de la formacion de AcHlor el 4-MPgenerandasiuna pérdida en la preferencia
del etanol.

También,los datos obtenidos en estudios con humanos indicemamente la accion
inhibitoria del4-MP sobre la ADH. Emste sentido, la administracion intravenosad edP
(5-7 mg/kg) 30 minutosintes deletanol, disminuydapidamente la acumulacion de AcH
producida tras la ingesta @tanol (0.2 g/kg) ensujetos, voluntarios —con una ingesta de
alcohol moderada o infrecuente—ufidrI Y oTRos 1983) y alcohdlicos, pretratados con
cianamida de calcio (CC) o disulfiranfbros Yy oTros 1981a) asi como en sujetos pties
que experimentaflushing (INOUE Y oTROs 1984) y en japoneses hipersensibleal@hol
(INOUE Y OTROS 1985).
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Por otra parte, la evaluacion de la eficacia del 4-MP en el tratamient®EB®Igpone de
manifiesto que el 4-MP, ademas de dismitog niveles deAcH, atenud algunos de los
sintomas tipicos destareaccion,incluyendo el enrojecimienttacial y la taquicardiaTodo
esto indica su utilidad en el tratamienaigudo de las REBeveras (INDROS YOTROS 19814a;
INOUE Y OTROS 1985; (BSSNER 1993).

Tambiénhan sidoinvestigadodos efectos de la utilizacion dé-MP en eltratamiento
de las reacciones al alcohol traspettratamiento cortianamida,que genera ldlamada
Reaccion Etanol-Carbimid@&EC) (LNDRos YOTROS 1981a; KiPARI Y OTROS 1983), 0 con
nitrefazol,que produce la denominada Reaccion Etanol-Nitref@BN) (Suokas Y OTROS
1985).

El 4-MP también se hatilizado en la investigaciésobre losmecanismos patogénicos
bésicosdel dafio alcohdlico hepético. Respecto a distza deinvestigacionlos resultados
obtenidos sorcontradictorios yajue, por unaparte, se indicajue el desarrolladel dafio
hepético esta relacionado con el metabolismo ininterrumpido del etanol mas que con la
cantidad total de etanol oxidado, la concentracion hepética de AcHgad® decambio
inducido por etanol en el estado redt®t sistemaNAD/NADH del higado,estos resultados
se han obtenido en estudios les que setrataban ratas de forma crénica cetanol,
indicando que el desarrollo del dafio hepaticolteniasolo si losanimalesrecibian también
dosis bajas de4-MP (LNDROS Y OoTROS 1979). Esto sugiere que onsistencia de la
influencia de etanol y su metabolismo contribuye gpdéogénesisdel dafio hepético
alcohdlico, mas que el nivel de AcH o el grado deefestos metabdlico$sin embargo, por
otra parte, investigaciones recientes NBERSON Y OTRO$ 1997) indican que eAcH es
responsable de la inhibicion gegerce el etandobre larecuperacion déos hepatocitos. En
este trabajo se observo que el dejescidopor eletanol(200 mg/dL) en la recuperacion de
los hepatocitos era bloqueagor el 4-MP (10 mol/L) y potenciadgoor la pardgina (10°
mol/L), un inhibidor de la ALDH.

Por otra parte, el estudio de la actuacion periféricay central del AcH en la mediacion de
la ingesta de etanol ha hecho tambi&o del 4-MP ya que se ha demostrado que el
tratamiento combinado de cianami®b mg/kg i.p.) y4-MP (10 mg/kg i.p.) previene la
acumulacion periférica de AcH generada por la cianamidaL{@r v LINDROS, 1981; $IvVAK
Y AmIT, 1987).Asi, los resultados indican que lasimales pretratados cdaMP —animales
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del grupo 4-MP-cianamida— consumiergignificativamente mayores cantidades de alcohol
comparados con los del grupo salina-cianamidaAsy AmiT, 1987).

La prevencion de la acumulacion periférica de Ad eltratamientocon un inhibidor
de la ALDH como lecianamida ha promovido la utilizacion delMP también enestudios
sobre el efecto del etanol endetividad locomtora de ratas @Ak Yy otros 1987b) y en el
CAS inducido por etanol ¢8/ak Y AmiT, 1987) para determinar la mediacion del AcH central
en las acciones del etanol.

Las determinaciones de etanol en sangre, realizadest@sestudios, indicaron que el
pretratamiento con 4-MP (10 mg/kg) no incrementanlgsles de etanol esangre (8ivAK Y
OTROS 1987a). Sirembargo, en uestudio en el que se examinaron las relaciones entre el
metabolismo de etanol y el 4-MP mtas,Rydberg y Neri (1972) demostraron queteViP
(10 mg/kg)elevalas concentraciones de etandtavés de su inhibicion de &tividad de la
ADH. Las discrepancias entrestos estudiopodria ser debida alos diferentes tiempos
utilizados para el sacrificio de los animales. En el primer caso los animales fueron sacrificados
aproximadamente 15 minutdgspués de la adnistracion de etanol. En el otro estudio los
niveles elevados de etanol ks animales tratados cehMP, sedetectarorsolo después de
60 minutos de la administracion de etanol.

En funcion de los datos presentadopadria planteague la manipulacidenzimatica
del metabolismo del etanol por medio de la alteracidlglenzimas implicados, mediante la
inhibicion de suaccion, podrigpermitir determinar ngolo la eistencia de un metabolismo
central del etanokino también, ymas importante stcabe, comprobar si es el AcH el
responsable de algunos de los efectos psicofarmacologicos del etanol.

En este sentido, modificaciones &8s enzimasresponsables en la formacion y
degradacion del AcH central , quiza mediante la regulaciétosi@iveles de AcH en el
cerebro, podrian desempefiar un papel en la mediacidmlgimas de las acciones
farmacoldgicas del etanol.

Los dos eperimentos que se presentan a continuasion el pasoprevio a la
utilizacion del4-MP comoherramienta farmacolégica gpermita, mediante lahibicion de
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la ADH, una atenuacién en el aumentolakenivelesperiféricos de AcH provocadgsor la
accioén inducida por los inhibidores de la ALDH como son la cianamida o el DDTC.

En este sentidgon eyerimentos que sirven derdwml, por unaparte,para el empleo
del 4-MP como pretratamiento enotros eyerimentos posteriores yjor otra, en la
interpretacion delos resultados que se obtengan. Bgte modo, se presentan dos
experimentos similares abjetivo pero distintos en estructura. Esta diferencia estructural se
debe a las diferencias en los protocolos temporales que se han utilizalirs geparimentos
realizados corlos inhibidores de [2ALDH, lo cual impedia larealizacién de un Unico
experimento que actuara como grupo control para ambos.

El primer experimentdn® 5) sirve comogrupo de cotrol paralos eyperimentos

realizados en combinacion con el DDTC, mientras queeglindo (n°® 6Xesempefia una
funcion similar en los experimentos en los que se ha utilizado la cianamida.
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2.2.- Experimentos.
2.2.1.- Experimento n° 5.

Efecto de la administracion aguda de 4-metilpirazol (4-MP)obre la actividad
locomotora inducida por etanol.

Obijetivos.

Diferentes autores han demostrado qué-EP es un inhibidor de la ADH @EORELL
Y oTROS 1969) generando un bloqueo completo de la acumulacion de AcH.

En este sentido y teniendo en cuenta que en esta Tesis Doctoral la mencionada sustancia
va a serutilizada comouna herramienta farmacolégica paraelaminacién delos efectos
toxicosdel AcH periférico produdos por elaumento en la concentracién de AcH mediante
inhibidores de la ALDH , uno de los objetivos de este experimento fue determindIdiFel
ejerce, por si mismo, algun efecto sobre la actividad locomotora inducida por etanol en ratones.
Al mismo tiempo, se estudio el patrén de interaccion entre el 4-MP y el etanol.

Hipétesis.

1- El 4-MP, por si mismo, a la dosis empleada Yosrintervalos temporales evaluados,
no provocara ningun efecto en la actividad locomotora espontanea de los ratones.

2- La interaccion farmacoldgica entredeMP y el etanolsera similar a lalel grupo

control en el que se administraré salina, esto se determinara por la similitud entre las curvas de
actividad locomotora inducida por etanol tras la administracion de 4-MP o salina.

Procedimiento experimental.
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Para la realizacibn de este experimento se utilizaron 96 ratones macho de las
caracteristicas descritas anteriormente en el apartado de materiales y método.

Tanto elgrupo eyerimental como el control contaban con 48 animalesfageen
asignados al azar a los diferentes niveles dentro de cada grupo, de manera gue dadas
niveles conté finalmente con ocho animales.

Los protocolos eperimentales que sa@guen en este pgrimento, en lageferido a la
administracion de las inyeccionesn reflejo delos protocolos que seantienen en los
experimentos en los que se estudian las propiedades del DDTC, como inhibidéiLDél Ja
en su interaccion con el etanol.

Asi, en elpresente gerimento,los animales pertenecientes gtupo eyerimental
fueron pretratados con una inyeccion i.p. de solusilina, ocho horas después fueron
pretratados nuevamente, en este caso con una inyeccion aguda de una dosis de 10 mg/kg de 4-
MP. Cinco minutosdespués desta inyeccioros animales eran tratados con una inyeccién
aguda de etanol a diferentes dosisdiasis deetanol administradasieron las siguientes O,
0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4 g/kdpespués deadauna de las inyecciones recibidas animales eran
nuevamente situados en sus jaulas.

Media horadespués desste Ultimo tratamiento —la administracion de etanol- los
animales eran situados en el aparato de campo abierto para su evaluacion.

Por suparte,los animales pertenecientesgalipo controlrecibieron una inyeccion de
solucion salina, ocho horas después fueron pretratados con otra inyeccion de solucién salina y
cinco minutosdespués deesta Ultima inyeccion recibieron el tratamieron etanol a
diferentes dosif0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, ¢/kg). Transcurridanedia hora de esta inyeccion, los
animalesfueron situados en eparato de campo abierto para la medida dactizidad
locomotora.

Los ratonespertenecientes ambos grupos fueron situadadividualmente en el
cilindro de campo abierto duranteinte minutos, delos cualessélo seregistraba como
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medida de actividad locomotora la que realizaron los animales €iez Ultimosminutos del
mencionado intervalo temporal.

Resultados.

En la figura 5 se representan graficategmor unaparte,los resultadoslel efecto de
diferentesdosis deetanol (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, g/kg) sobre laactividad I@omotora
espontanea de los animales y, por otra, el efecto de una inyeccién agut¥Pd 0 mg/kg)
en la actividad locomotora inducida por etanol.

Los datos obtenidos fueroanalizados mediantena prueba deANOVA con el
GRUPO ylas DOSIS como factores entrsujetos. Efactor grupocontaba coros niveles,

por una parte, el nivel salina-salina-etanol y por otra, el nivel salina-4-MP-etanol. Mientras que

el factor dosis presentabaeis nivelesque se correspondian coadauna de lagosis de
etanol (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4 g/kg).

Los resultados del ANOVA indicaron un efeetstadisticamente significatiwwmlo para
el factor dosis.

Los valores obtenidos de F fueron los siguientes:

Dosis F (5,84) =10.840 p < 0.000
Grupo F (1,84) = 3.207 P <0.077
Interaccion F (5,84) = 0.357 p <0.876

Para determinar laposibles diferenciagntre lasdosis deetanol, serealizaron las
pruebasa posterioride Fisher (LSD) y, compuede observarse en la figura 5,e&nol
produjo, tanto en arupo eyerimental como en @rupo catrol, una respuesta bifasica de
excitacion y depresién de la actividad locomotora.

Tanto para efjrupo eyerimental como para grupocontrol, lasdosis que presentan
diferencias significativas son:
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-0y 2.4 g/kg de etanol.
- 0y 3.2 g/kg de etanol.
- 0.8y 2.4 g/kg de etanol.
- 0.8y 3.2 g/kg de etanol.
- 1.6y 2.4 g/kg de etanol.
- 1.6y 3.2 g/lkg de etanol.
- 2.4y 4 g/kg de etanol.
- 3.2y 4 g/kg de etanol.

De forma que se puede afirmguwe, entanto enlos animales pretratados con salina
como en los pretratados con 4-MP, existe un efecto sobotivalad locomotoralependiente
de la dosis de etanol utilizada, de forma que dosis bajasl(6.§/kg) deetanol no muestran
efecto mientras que las dosis moderadas de etanol (2.4 y 3.2 gliggnnch aumento en la
actividad locomotora y las altas (4 g/kg) producen un efecto depresivo sobre la misma.

Dado que no se habtenido diferencias estadisticas ni para el faptopo nipara la
interaccion entre los factores dosis y grupo, pstaitiriaafirmar que no existen diferencias
significativas entrdos grupos, eslecir quelos grupos desde un punto de vistadistico
podrian considerarse similares reciban un pretratamiento con solucién salina o con 4-MP.
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Fig. 5: Efecto del 4-metilpirazol (4-MP) sobre la actividad locomotora inducida por etanol. Los ratones
fueron pretratados i.p. con 4-MP (10 mg/kg) cinco minutos antes del tratamiento con etanol (2.4 g/kg).

Los datos representan las medias y los errores estandar (**p< 0.01 para las diferencias entre los grupos
salina-salina y salina-etanol. ##p< 0.01 para las diferencias entre los grupos 4-MP-salina y 4-MP-etanol).
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Discusion.

A partir delos resultado®btenidos, se podri@irmar, por unaparte,que eletanol
ejerce un efecto bifasico, de excitacion y depresidhbre laactividad locomotora de los
ratones y, por otra, que el 4-MP, por si mismo, no tiene ningun efecto significativo sobre la
accion que el etanol ejerce en la conducta de actividad locomotora.

Otros autoredan indicado que dratamientocon 4-MP enausencia de etanol
produce ataxia motora en ratas medida en el plano inclinageg®s Y Nerl, 1972). Sin
embargo, Sinclair y otros (1980) mostraron que el 4-MERni@acciones farmacolégicas
directas sobre la depresion conductual utilizando un test de plano indinaldo, ya que
la presencia ded-MP, paraprevenir la acumulacion d&cH, no afectd a la alteracion
motora inducida por etanol en el plano inclinado.

Por otra parte, los estudios detividad l@omotora en campo abierto quidizaban
4-MP como bloqueador de los efectled AcH periférico resultado de la inhibicion de la
actividad de I2ALDH por la cianamida (8ivak Y AmiT, 1987) indicartambiénque el 4-
MP no tienenningunaaccion directasobre laactividad locomotora. Este resultado es
consistente con lo obtenidmwr Svensson y Waldeck (197@jlizando ratones en un
paradigma de campo abierto.

Los resultados obtenidos en esi@erimentosan enesta mismdinea aldemostrar
gue el el 4-MP por si mismo no ejerce ningfiectosobre laactividad locomotora de los
ratones. En estsentido, puede observarse que no existen diferencias activialad
locomotora de los animales en la dosis 0 g/kgtdrol, lo cual permitafirmar que, tanto
en losanimales pretratados con salina comoampretratados con 4-MP, &ctividad
locomotora espontanea raria yque el 4-MP, a laslosis utilizadas, no ejercaingin
efecto por si mismo sobre esta actividad.

En cuanto a los efectos del etanol sobre la actividad locomotora, en ambos grupos se
obtiene la mismaurvabifasica queeflejalos efectos de excitacion glepresion deesta
drogautilizando este paradigma conductuals datos indicaicurvas idénticaslesde un
punto de vista estadistico ya que no existen diferencias a nivel de interaccion entre ninguna
de las dosis de etanol utilizadas.
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Esta simetria emas curvas obtenidas se plasmambién enlos resultados que
indican que las diferencias intragrupos se dan entre las mismas dosis —parteinentre
0;0.8;1.6;4y 2.4 g/kg vy, patra,entre 0; 0.8; 1.6; 4 8.2 g/kg de etanoltanto en el
grupo control como en el experimental.

Estosresultados, tomados a@wmnjunto,ponen de manifiesto la justificacion de la
utilizacién, como herramienta farmacoldgica, deéIP en losexperimentos realizados
para el estudio de las acciongsl DDTC, como un inhibidor de |ALDH, en su
interaccion con el etanol en el paradigma de actividad locomotora.

El experimento que se presenta a continuacion tiene como objetivo, al igestejue
posibilitar el empleo ded-MP en losexperimentos eftos que se utilizan sustancias que
inhiben el enzima ALDH en este caso, la cianamida.

Y, debido ague los protocolopara la cianamidaon diferentes ddos establecidos
para el DDTC, el experimento recoge el mismo objetivo icwervalos temporales
diferentes.

2.2.2.- Experimento n° 6.

El efecto de la adnmistracibn aguda de 4-metilpirazol (4-MP) sobre la
actividad locomotora inducida por etanol.

Objetivos.

Como se ha comentado anteriormente este experimento se desarrollé con el objetivo
de determinar si el-MP tienepor simismo algun efect@obre laactividad locomtora
espontanea o en la inducigeor etanol en ratones para comprobar su accién con
anterioridad a su utilizacién dos experimentos ehos que se administraijto con
inhibidores de la ALDH.

Asi, aligual que en el experimentelativo alDDTC, el inhibidor de la ALDH
presentado en el experimento anterior; en los experimentos realizados para el estudio de la
cianamida también se analizé experimentalmente el efecto del 4-MP en dos aspectos.

En este sentido, y teniendo en cuenta que el protocolo experimental en cuanto a la
temporalidad entre logatamientos administrados y la medida dadividad locomtora
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de los ratones ediferente, se evalué de nuevo el efecto 4P en laactividad
locomotora espontaneay en la actividad locomotora inducida por etanol.

De esta forma cadalogue experimental correspondientecada uno de los
inhibidores analizados poseeis propios grupos controlndando de este modo el
posible efecto que pudiera ecer el intervalo temporal entlas inyecciones y la
evaluacion de la conducta.

Hipdtesis.

Las hipotesis que se plantearon para este estudio fueron similares a las del
experimento anterior ya que el presente experimento se desarroll6 comtigb aig
determinar la inocuidad ddFrMP enfuncién de logntervalos temporalegue seutilizan
en losexperimentos etos que se admistra cianamida. En este sentido, hggdtesis
fueron:

1- El 4-MP, por si ngmo, a ladosis empleada y eros intervalos temporales
evaluados, no provocamdingun efecto en la actividad locomotoespontanea de los
ratones.

2- La interaccién farmacoldgica entre el 4-MP y el etanol sera similaded daupo
control en el que se administrasdlina, esto sedeterminardpor la similitud entre las
curvas de actividad loootora inducidgpor etanoltras la administraciéon dé4-MP o
salina.

Procedimiento experimental.

Para larealizacion de estestudio se emplearon 96 ratones macho de las
caracteristicas descritas en la seccion de materiales y método.

La asignacion déos animales dos gruposexperimental y control fualeatoria y
cada uno de los grupos estuvo finalmente integrado por 48 ragstes fueron a su vez
aleatoriamente asignados a los diferentes niveles que componian cada uno de los grupos.

En el presente experimento todos los animales fueron pretratados con una inyeccion
aguda de solucidsalina, devueltos a sus jaulasuya hora ymedia después desta,
fueron nuevamente pretratados, con la solucion dakneatonegpertenecientes grupo
control y con una inyeccién de 4-MP, a whasis de 10mg/kg, los pertenecientes al
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grupo experimental. Tras un intervalo temporal de medialbsm@nimales, pertenecientes
a los dos grupos, recibieron el tratamiento intraperitoneal de las diferentes dosis de etanol ,
estas fueron:

- 0 g/kg.
- 0.8 g/kg.
- 1.6 g/kg.
- 2.4 glkg.
- 3.2 g/kg.
- 4 g/kg.

Tras estetratamientolos animales eransituados individualmente, durante 20
minutos, en el campo abierto para estaluacionconductual. Ddos 20 minutos que el
raton estaba en el campo abierto se computaban para la medidzctilédiad locorotora
los 10 ultimos minutos de ese intervalo temporal.

Resultados.

En la figura 6 se puede observar tanto el efectosqbee laactividad locortora
inducida por diferentesdosis deetanol (0, 0.8, 1.6, 243.2 y 4 g/kg) posee el
pretratamiento con una unidasis de 4-MP (1@ng/kg), como el efecto de este mismo
pretratamientcsobre laactividad locomotora espontanea dies ratones en uigampo
abierto.

Para el analisis des datos resultantes sdlimb una prueba dANOVA, teniendo
como factores entre ®ips lasDOSIS y el GRUPO. Hiactor dosis, contabilizando un
nivel por dosis de etanol utilizada (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2 y 4 g/kg), presentaba seis niveles.
Por su parte, el factor grupo constaba de dos niveles en funcion de la presencia 0 no
del pretratamiento con 4-MP.

El analisis mencionado presenté afecto estadisticamente significativo para el
factor DOSIS.
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Los valores obtenidos para F son presentados a continuacion:

Dosis F (1,84)=12.535 p < 0.000
Grupo F (5,84)=2.445 p<0.122
Interaccion F (5,84)=1.449 p<0.215

Para determinar entre qué dosis de etanol administradas existian diferencias se
llevaron a cabo las pruebas a posteriori de Fisher (LSD), obteniendo para los dos grupos
evaluados, el experimental y el control, que el etanol ejerce una respuesta bifasica de
excitacion y depresion de la actividad locomotora de ratones en un campo abierto.

Las dosis para las que se obtuvieron diferencias significativas en el grupo control
fueron las siguientes:

-0y 2.4 g/kg de etanol.
- 0.8y 2.4 g/kg de etanol.
- 2.4y 3.2 g/kg de etanol.
- 2.4y 4 g/kg de etanol.

Para el grupo experimental las dosis para las que se obtuvieron diferencias
significativas fueron las siguientes:

-0y 1.6 g/kg de etanol.
-0y 2.4 g/kg de etanol.
- 0.8 y 1.6 g/kg de etanol.
- 0.8y 2.4 g/kg de etanol.
- 1.6 y 3.2 g/kg de etanol.
- 1.6 y 4 g/kg de etanol.
- 2.4y 3.2 g/kg de etanol.
- 2.4y 4 g/kg de etanol.

Los datos obtenidos permiten afirmar que tanto en el grupo control, pretratado con
solucion salina, como en el grupo experimental, pretratado con 4-MP, el etanol ejerce un
efecto dependiente de la dosis sobre la actividad locomotora. Sin embargo, se observan
diferencias entre ambos en cuanto a las dosis de etanol que producen esta curva bifasica de
excitacion-depresion.
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En este sentido, paraglupo control lasdosis bajas detanol(0.8 y 1.6 g/kg) no
generan cambios significativos enaletividad locomotora, ldosis de 2.4 g/kgenera un
aumento en la actividad, lgs dosis mas elevadas(3.2 y 4 g/kg) producen adfecto
depresor.

Por otra parte, en ejrupoexperimental laslosis menores detanol(0.8 g/kg) no
provocan efecto en la actividad locomotora, dandose el efecto activad@atigidad para
las dosis intermedias (1.6 y 2.4 g/kg) mientras que eddsis siguientes (3.2 y 4 g/kg)
se obtiene un efecto depresor de la locomocién.

Dado que no se obtuvo un valor significativo para la F del fgctgro nipara la F
de la interaccion entre los grupos, se podria afirmar que ambos grupos son similares desde
un punto de vistastadistico en cuanto a la acciire el etanol efcesobre laactividad
locomotora de ambos.
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Fig. 6: Efecto del 4-metilpirazol (4-MP) sobre la actividad locomotora inducida por etanol. Los ratones
fueron pretratados i.p. con 4-MP (10 mg/kg) media hora antes del tratamiento con etanol (2.4 g/kg).

Los datos representan las medias y los errores estandar (**p< 0.01 para las diferencias entre los grupos
salina-salina y salina-etanol. ##p< 0.01 para las diferencias entre los grupos 4-MP-salina y
4-MP-etanol).
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Discusion.

Al igual que se obtuvo en el experimento n® 5, el etajgste un efecto kakico
sobre laactividad loconotora delos ratones en uoampo abierto. En este sentidimsis
bajas y moderadg4.6 y 2.4 g/kg) destanol provocan una induccion de eatdividad
mientras que dosis elevadas (3.2 y 4 g/kg) de la droga generan una depresion de la misma.

Por otra parte, también se obtuwue eltratamiento ddos animales com-MP no
provoca cambios en la actividad locomotora espontanea de los ratones.

En cuanto a la interaccién entre los grupos controlpgrérental, y al iguadjue se
obtuvo en el experimento n° 5, no se observaron diferenciasl@ntggupos. Ereste
sentido, se podria afirmar nuevamegte la administracion dd-MP, aunque sdaya
producido una variacién del protocolo temporal en la administracion de las sustancias, no
genera, en su interaccion coretnol,ningunefecto siginificativasobre laaccion que el
etanol ejerce sobre la actividad locomotora.

Ademas, como ya se coment0 en glezxnento anterior, &l-MP noejercepor si
mismo ningun efecto sobre la actividad locomotora espontanea de los rBginesdatos
son similares a los obtenidos por otros autores en ratore&§SN YWALDECK, 1973) y
en ratas (SCLAR Y OTROS, 1980; $Ivak Y AMIT, 1987). Asi, la administraron de udasis
de 4-MP (10 mg/kg) comgretratamiento a ratas antes de saluacion en un campo
abierto no provocé cambios en &tividad loconotora delos roedores cuando se
compararon los datos de este grupo con la media de actividadydgpswontrol ($ivak
Y AmiT, 1987).

Los resultados que se han obtenido en el presepé&sirento, tanto para grupo
experimental como para el control, erdisis deetanol utilizadasson congruentes con
los obtenidosanteriormentepor otros autores (8NSSON Y WALDECK, 1973; $IVAK Y
AwmiT, 1987), indicando revamenteque el4-MP no ejercepor simismo ningunefecto
sobre la actividad locomotora.

Por otra parte, también skan observaddos efectos bifasicoslel etanolsobre la
actividad locomotora elos dos grupogvaluadosSin embargojas dosisque reflejan el
efecto bifasico del etansbndiferentes pardos dos grupospbservandose en el grupo
experimental una potenciacion del efecto del etanol tanttngisbajas(1.6 g/kg)como
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en las moderadas (3.2 g/kg). Asi, respecto al experimento n° 5, para 1.6 g/kg se obtiene un
aumento de la actividadcomotora mientras que para dasis de 3.2 g/kg se da un
aumento del efectdepresor. Estosfectos de potenciacién en algumhssis han sido
obtenidos anteriormente por Spivak y Amit (1987) de formaegtes autores informaron

de incrementos en la actividad locomotora egrepo pretratado cod-MP respecto a su
correspondiente grupo de salina.

Los datos obtenidos ponen de manifiesto que el 4-MP puede ser utilizado como una
herramienta farmacoldgica de utilidad ya que se ha comprobado que su administracion,
siguiendo el protocolo experimental establecido en este experimento en cuavitode la
administracion, ladosis y elintervalo temporabue guia suadministracion, no provoca
ningun efecto adicionalobre laactividad bcomotora espontanea ni en la indugida la
administracién de etanol.

En el siguiente punto se exponen las conclusiones que podrian extraerse de los
experimentos anteriores.
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2.3.- Conclusiones.

1- La administracién de#i-MP no provoca ninguna alteracion de laactividad
locomotora espontanea ni de la indugide etanol, es decir, la actividad locomotora es
similar a la que se observa cuando se admirssti@ séina o, en elsegundocaso, la
combinacion de salina y etanol.

2- En funcién de los resultadobtenidos, el-MP puedeser utilizado, a ladosis
utilizada y en los intervalos temporalsluados, como herramienta farmacoldgica en los
experimentos en los que se evalla la accidlosiehibidores de la ALDH como DDTC
y cianamida.

A continuacién se presentan los experimentos realizados EddTel. Previamente
a esta exposiciéhabriaque comentar que aunque la sustamtizada comoinhibidor
del isozima ALDH, en los eperimentos de esta primera parte es el &cido
dietildithiocarbamato (DDTC) su presentacion se abordara a partir de la introduccion de la
droga origen de esta, el disulfiran. Ya que, por una parte, los datos indican que el disulfiran
es rapidamente oxidado o reducido dando lugar a su metaboltD,T€ (Faman, 1979;
JoHANSSON 1986) lo cual permite de forma indirecta hablarRBITC. Ademas, también
se ha obtenido que tanto el disulfirdn, como el DDTETgcH Y ERwiN, 1971), 0 el éster
metilo de dietildithiocarbamattbDTC-Me), otro de sus metabolitos, presentan perfiles
similares en la inhibicién de la ALDH mitocondrial daja Km de higado de rata al
mismo tiempo que pducentambién la llamadaeRespuesta Etanol-Disulfirdn (RED)
despuédel tratamientacon etanol (Wurick Y Faivan, 1989). Todo estgermite un
acercamiento tedrico 8IDTC mediante ladroga que le da origen, el disulfiran, o desde
cualquiera de los metabolitos que esta sustancia origina.

Por otra parte, cabria sefialar qu® de los problemas presentados emdaccion
de este apartado ha sido la heterogeneidad en cuanto a la denomindasimetabolitos
del disulfirdn, ya que aunque existerua@los en la nomenclatura t&s compuestos
dentro decadauno de los grupos de iestigacidngesta correspondencia no sgntiene
entre grupos, mostrando en ocasiones inconsistencias incluso de un articulo a otro.
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3.- Fase llIl: Efecto de laadministracion de DDTC y de la interaccién de
DDTC y 4-MP.

3.1.- Introduccion tedrica.
3.1.1.- Aspectos generales. El acido dietildithiocarbamato.

La sustancia originaria de la cadenatabdlica a lajue pertenece &DTC es el
disulfiran. Esteultimo compuesto edlamado también tetraetiltiuran os nombres
comerciales por los que se le conoce son Antapasstinil” y Esperal, entre otros.

Con anterioridad a los afios cuarenta ya se conocia que la exposicion a determinados
compuestos organicos sulfurados producia reacciones desagradabtes silaban en
combinacion con la ingesta de etanohiily otrRos 1948; 3COBSEN Y LARSEN, 1949).
Mas concretamentdps datos riforman que Hald/ Jacobsen (1948) taron alcohol
etilico después de haber ingerido disulfiran y sintieron rapidamente una rezemibar
y altamentedesagradable. En funcion dsossintomas,que se han dado effamar
Respuesta Etanol-Disulfirdn (RED), g®opuso al disulfiranpara la profilaxis del
alcoholismo crénico como un desalentadoratglsumo de alcohol ya que se pensé que
los pacientes que tomaran crénicamente el disulfirAn no consumirian al riésnm
alcohol por miedo #os efectos desagradables quedsevarian de laeaccion producida
por la interaccion de esas dos sustancias.

Sin embargo, los resultados no han sido todo lo satisfactoriosafti@esperar de
forma que para algunos autoredratamientocon disulfiran ha representado ejemplo
clasico de terapéutica farmacoldgica excesiva en el tratamientoalcgholismo
(MoTTIN,1973). Por otra parte, los dataserca de la efectividad del disulfirpara frenar
el alcoholismoson contradictorios ya que aunque algunos autpfastean que es un
farmacoefectivo en el tratamiento dalcoholismo en eser humano @HanssoN 1986;
LARSON Y OTROS 1992; BRewer 1993; KRISTENSON 1995) y que tomaddiariamente tiene
como resultado la abstinencia total en la greayoria ddos pacientes, perouando es el
propio sujeto el que debe encargarse de la medicacion el cumplimiento del tratamiento por
parte de este es muy bajoe@SNER 1993). Dehecho,algunos resultados indican que la
efectividad del disfirAn se debe no tanto a sus efectos farmacoldgicos como a la
motivacionpor laabstinencia que presentepelciente (Bevens, 1953; BLLER Y ROTH,
1979).Ademés,aunque eluso del disulfiran continda, la literatura moporciona una
evidencia cliniceclara de lacontribucién farmacolégicgor parte de esta sustancia al
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tratamiento del alcoholismo debido, ent&os aspectos, dos efectos secundarios
derivados de su administracion (86N Y oTrRos 1978; KNENTUS Y MAJOR, 1979;
TENNANT, 1986; RACHEY Y OTROS 1981c; LTTEN Y ALLEN, 1991, 3FFE Y OTROS 1992).

3.1.2.- Farmacocinética. Administracion, absorcion, distribucion vy
metabolismo.

3.1.2.1.- Administracion, absorcion y distribucion.

Tanto el disulfirhn como su mayanetabolito, eIDDTC, son ambosstables en
medio basico (pH 7.0 - 9.0) pero inestables en medio acido, por debajo de un pH de 7.0.

Después de su ingestion, el disulfiranceavertido, probablemente en el estbmago,
en el complejo de cobre denominado dietildithiocarbamato. Defagsta, enestos dos
mecanismos comson la absorcion yistribucion, via la mucosa gastrointestinal, en la
sangre podrian estar implicados tanto la droga principal como el complejo de cobre. En la
sangregestas dos sustancias s@pidamente degradadas a la forBlATC (JbHANSSON
1986; 1992).

Por otra parte, los estudios de determinacién de posibles diferencias en la absorcion
de la sustancia en funcion de la via de administrap@men de manifiesto que esta no es
un factor determinante. Asi, la administracion a ratas deloesia de disulfiran (fng/kg)
por viai.p. o porviaoral (p.0.) pone de mifiesto que la captacion absorcién en
diferentes tejidos como el rifién, el pancreas, el higado y el cerebro, entréuetsisyilar
para las dos rutas de administracioagEN Y oTROS, 1980).

En cuanto a la distribucion del disulfirdn y sus metabolitos en el organismo, estos se
han encontrado en el tiroides, las glandulas adrenales, el pancreas, el estbmago, el intestino
grueso y ebelgado, ehigado,los testialos, el rifiénos pulmones, el bazo y el corazén
(StrOMME, 1966; RAIMAN Y OTROS 1978). Estos datos se basan en estudios sobre el
metabolismo de estas sustanciasilizando disulfiran radioactivo.Asi, tras la
administracion por via intraperitoneal del acit®-dietildithiocarbamico, se obtuvo que la
mayor concentracion del tiol se detectopiesma, higado y rifidrsiendo el cerebro la
estructura donde la concentracion del aéiSedietildithiocarbamico fue menor.
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3.1.2.2.- Metabolismo.

Quimicamente el disulfiran es el disulfuro de dithiocarbamato. En la curva metabdlica
del metabolismo del disulfiran se da primero, por un proceso de reduccion de la union del
disulfido con su correspondiente tiol, el metabolito DDTC (ver cuadro 3, pag. 152).

En estudios in vitro, Cobby y otros (1977a) encontraron que en el total de la sangre el
disulfiran es reducido rapidamente al tiol en 4 minutos. Es decir, que el disulfirdn necesita
cuatro minutos tras su administracion para reducirse a DDTC. Esta reduccién ha sido
observada también in vivo (GESSNER, 1993; JIN Y OTROS, 1994). De hecho, el DDTC es el
producto de la primera degradacion del disulfiran en humanos (MAsso Y KRAMER, 1981),
siendo esta degradacion producida por la glutationa reductasa del plasma (CoBBY Y OTROS,
1977a) y la albimina (AGARWAL Y OTROS, 1983). Este DDTC producido es, posteriormente,
metabolizado por medio de cuatro vias diferentes. Estas vias son la glucoronidacion, una
degradacion no enzimatica, la metilacion y la oxidacion (ENEANYA Y OTROS, 1981).

En la glucoronidacién, se produce la conjugacion del DDTC con el acido glucoronico,
formando el DDTC-glucoronide que es excretado por el rifion. Siendo este el mayor
mecanismo de desintoxicacion del disulfiran que presenta el organismo en humanos y
animales (KASALDER, 1963).

En la degradacion no enzimatica, el dithiocarbamato a su vez es hidrolizado a
dietilamina, la cual es excretada en la orina, y a disulfuro de carbono (CS;), que es excretado
con la respiracion (ASPILA Y OTROS, 1969; GESSNER, 1993). En esta via el rango de
descomposicion del DDTC es dependiente del pH, de forma que la rapida descomposicion
de este metabolito en dietilamina y disulfuro de carbono solo se produce en medio acido
(STROMME, 1966).

Ademas, se ha observado que en algunos pacientes, los enzimas hepaticos convierten
rapidamente el DDTC en CS;; sin embargo, en otros pacientes con menos actividad
enzimatica aparece mas cantidad de DDTC en la orina (IBER Y OTROS, 1977). En este
sentido, se ha demostrado que hay dos variantes genéticas implicadas en la conversion de
disulfiran a CS;, y de ahi a oxido sulfarico (SO,), una que lo convierte rdpidamente y otra
que, por el contrario, realiza una conversion lenta (DJURIC Y OTROS, 1973).
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1978), y en humanos AMAN Y oTrRos 1984; @©BBY Y OTROS 1977b) con la s-adenosil
metionina transmetilasa catalizando la reacciomv@ix, 1979; BEANYA Y OTROS 1981).
El dietildithiometilcarbamato mediante una biotransformaciddativa es transformado a
dietilthiometilcarbamato,que es posteriormente oxidado sus correspondientes
metabolitos sulfoxid¢DDTC-Me sulfoxide), sulfong(DDTC-Me sulfone) (GHANSSON
1992) y sulfine (DDTC-Me sulfine) (MbaN Y FAMAN, 1995).

Durante el proceso de oxidacion, Stromme (1965) ha demostrado la reoxidacion del
DDTC a disulfiran. Sinembargo, esta reoxidacion implicabalo al 4%del DDTC
formado. Pomtraparte, se sabe que, en generalpesencia de oxigeno atmosférico el
DDTC puedeser reoxidado a disulfiran y qesta reoxidacion puedser efectuada por
las oxidasas del organismo. De hecho, existe un mecanismo potencial aatatata, la
metemoglobina, el citocromo ¢ y la xantina oxidasa que sdtilimdo para apoyar la
hipétesis de que éDDTC esreoxidado a disulfirann vivo y que seriaeste ultimo el
responsable de la inhibicion de la ALDHI{EoN, 1975).

Por otra parte, los estudimsvitro realizados por Masuda (1988) han sugerido que
el DDTC es reoxidado a disulfiran por un mecanismo dependiente del citoerd&o v,
aungue no se ha demostrado que esto odarravo, esto podria proprcionar una
explicacion depor qué el disulfirdn emefectivo cuando se da a rataespués de la
administracion de un inhibidor de este citocrom@uick vy FaivaN, 1991; HRT Y
FAIMAN, 1992; MADAN Y OTROS, 1993; FAIMAN Y MADAN, 1993; VADAN Y FAIMAN, 1995).

3.1.3.- Detecciodn en tejidos.

El disulfirdn y algunos de susietabolitos harsido detectados emrganismos
humanos (Msso YKRAMER, 1981; dHANSSON 1986) y animales @vAN Y OTROS, 1977).

En este sentido, se realizé una determinacion simultdne®d€ y DDTC-Me, en
plasma humano, a partir del disulfirAn mediante la técnica de cromatogyaifia. lIEste
método es lo suficientemente sensible como pamanitir determinaciones deDTC en
pacientes que reciben dosis terapéuticas (250 o 500 mg) de disulidianteuna nica
dosis oral (Msso YKRAMER, 1981). La confirmacién de que el disulfiran es inestable en
sangre y plasma humanos ha sido abgemambién medianteigh performancdiquid
chromatographyf{HPLC) (bHANSSON 1986).
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Tambien se ha detectado disulfiran, DDTC y DDTC-Me en plasma y orina de perro,
tras una administracion i.v., y en cerebro de ratdn, después de una administracion i.p.,
mediante un método analitico que determina disulfiran, DDTC y DDTC-Me radioactivos por
medio de la extraccion o precipitacion de los compuestos individuales (FAIMAN Y OTROS,
1977).

3.1.4.- Bioactivacion.

Respecto a si el disulfirdn necesita 0 no ser bioactivado para ejercer su accion
inhibitoria sobre la ALDH, existen datos contradictorios. De forma que el debate, sobre si es
el disulfiran o algunos de sus multiples metabolitos la sustancia activa que media la accion,
sigue abierto. En este sentido, algunos autores plantean que el disulfiran inhibe in vitro
(KITsoN, 1975), otros plantean que esta sustancia no ejerce por si misma la inhibicion de la
ALDH con baja Km in vitro sino que debe actuar a través de un metabolito (GESSNER,
1993). Otros autores (YOURICK Y FAIMAN, 1989; 1991; GESSNER Y GESSNER, 1992a, b;
HART Y FAIMAN, 1993) han planteado que solo inhibe in vivo después de su bioactivacion.
Esto ocurre porque el disulfirdn en si mismo es virtualmente indetectable in vivo, siendo
rapidamente reducido al ion DDTC vy posteriormente metabolizado (CoBBY Y OTROS,
1977a).

Otros trabajos indican que el DDTC es el compuesto inhibidor activo in vivo (LI Y
VALLEE, 1969). Por su parte, Johansson (1989) plantea que el éster metilo S-metilo-N,N-
dietilthiolcarbamato (DETC-Me) es el metabolito activo del disulfiran. De forma que el
DETC-Me interactuaria con la ALDH por un mecanismo similar al de los inhibidores
suicidas. Mientras que otros autores han encontrado datos que indican que todos inhiben la
ALDH de baja Km in vivo, pero no con la misma potencia de inhibicion. En este sentido,
algunos autores plantean que seria el S-metil N,N-dietilthiolcarbamato sulfoxide (DECT-
MeSO0), el dltimo de los metabolitos detectados del disulfiran, el que presentaria la mayor
potencia (HART Y FAIMAN, 1992; 1994). De forma que respecto a la potencia de inhibicion,
se seguiria el siguiente orden: DECT-MeSO > DECT-Me > DDTC-Me sulfine > DDTC-Me
> DDTC > disulfiran (HART Y FAIMAN, 1993).
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Sustancia In vivoID.,* (umol/kg)

Disulfiran (297 190

DDTC (172) 104
DDTC-Me (163) 95
DDTC-Me sulfine (279 57
DETC-Me (47) 44
DETC-Me sulfoxide (163) 22
DDTC-Me sulfoxide (179) 170

®De YOUuRICK Y FAIMAN, 1989; HART Y OTROS 1990; HART Y FAIMAN, 1992; MADAN Y
FaimaN, 1994b.
®Los nimeros entre paréntesis indican los pesos moleculares de las drogas.

En relacion con la necesidad de umaactivacion, sehan realizado diferentes
estudios con el objetivo de determinar el posible papel déiestztivacion del disulfiran.
Y, en generallos datosparecen apoyar que lkioactivaciéon del disulfirdn es un
requerimiento para la inhibicion de la ALDplor parte del disulfiran @QURICK Y FAIMAN ,
1991; HART Y FAIMAN, 1993).

En este sentido, se analiz6 el papel de la bioactivacion en la accidisudi@an
como un inhibidor de la ALDH mitocondrial de baja Kmhdgado de ratgor Yourick y
Faiman(1991). En esos estudid3DTC, DETC-Me, DDTC-Me y disulfirdn fueron
analizados para determinar el papel de la bioactivacionqo@rael disulfiranejerza su
accion como inhibidor de la ALDH de baja Km hepatica de rata.

Asi, los resultados obtenidos en lospesimentosin vitro de incubaciones de
mitocondria de higado de ratan disulfiran yDDTC (0.01 a 2.0 mM) mostraron la
generacion de una inhibicion de la ALDH dependiente dmd$és. Ademas, la adicion de
microsomas a estas incubaciones mitocondriglegitro incrementd notablemente la
inhibicion producida por el DDTC —aunque esto solo ocurrié en concentraciones menores
de 0.05mM-, DDTC-Me y DETC-Me (2.0 mMpara ambos), pero no la inducida por
disulfiran (Yourick Y FAmMAN, 1991).
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Por suparte,los resultados de laanalisisin vivo indican que todas las sustancias
produjeron una inhibicion, tras una administracién i.p., de la ALDH de ratas hembra.

El pretratamiento con un inhibidor del citocromo P-450, el N-octilimiddd@!|)
bloqued la inhibicién de la ALDHjercidapor disulfiran, DDTC,DDTC-Me y DETC-
Me in vivo, ein vitro cuando los microsomas se afiadieron al medio de incubacion.

Tanto el estudioin vivo como el realizaddn vitro indican que senecesita
bioactivacion del diulfirdn para que se produzca, en prirhggar, la inhibicion de la
ALDH y, en segundo lugar, la RED.

Por otraparte,los estudiogealizadogpor Hart yFaiman(1993) nuestrantambién
la necesidad de una bioactivacion del disulfiran.

Asi, los estudiosin vitro indican una inhibicion deDETC-Me blogueadacasi
completamentegpor la adnmistracion previa de 1-benzilimidazol(NBI) (20 mg/kg; 3
mL/kg, ip), esta sustancia es un inhibidoompetitivo, reversle y no especifico del
citocromo P-450 (WKINSON Y OTROS 1974) y se utiliz6 como herramienta farmacolégica
para estudiar el metabolismo del DECT-Me y del DECT-MeSO.

En los estudiom vivolos datos indicaron que el DETC-Me produjo umgbicion
de la actividad de la ALDH mitocondrial hepatica de baja Knm78&b mientras que si el
NBI estaba presensolo seproduciauna inhibicion dell5%. El rango demetabolismo
del DETC-Me fue similar al rango de formacioén del DETC-MeSO de forma caeitén
del NBI se acompafié de un aumento en plasma de DECT-Me y una disminucion de
DECT-MeSO. Apartir deestos datos spodria afirmarque el citocromanediante su
mecanismo oxidativo tiene un importante papel en la formaci@EI€-MeSO y en su
accion como inhibidor de la ALDH.

Respecto al DECT-MeSO, gretratamiento a ratas coNBI previo a la
administracion de esta sustancia no bloqueo la inhibicion quenetbolito ejercsobre
la ALDH.

Los datos indican que el paso de DECT-Me a DECT-MeSO esta mediado por el P-
450 y que la inhibicién del citocrommor inhibidores como el NBllbguea la inhibicion
de la ALDH de baja Km por el DECT-Me.
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Todos estos estudios ponen de mastifida importancia de la bioactivacion del
disulfirdn para ejercer su acciimvivosobre la ALDH.

A modo deresumengabriasefialar qudos intamediariosformados en el proceso
de bioactivacion del disulfiran incluyen @DTC (CosBy Y oTROS 1977a), al DDTC-Me
(GEssNER Y JakuBowskl, 1972), dos metabolitos de este comson el metilo de
dietildithiocarbamatosulfine (DDTC-Me sulfine) y eimetilo de dietildithiocarbamato
sulfoxide (DDTC-Me sulfoxide) (MbAN Y FAamAN, 1994a), ademds, a partir de este
ultimo se metaboliza el metilo de dietildithiocarbamatdfone (DDTC-Me sulfone)
(JoHANssoN 1992). Lacadena seguiria a partir d@DTC-Me sulfinecon el DETC-Me
(HART Y OTROS 1988; 1990; JHANSSON Y 0TROS 1989) vy, yapor ultimo, apartir de este se
obtiene el DETC-MeSO (kRT Y FAIMAN,, 1994).

Asi, en el siguiente cuadro se recoge graficamente el mencionado metabolismo.

Cuadro 3. Metabolismo del disulfiran

Disulfiran < DDDTCD O DDT%:-Me:»DDTC-Me sulfined DETC-Me
8
8 8
8 8
DDTC-Me sulfoxide DETC-MeSO
O
O

]
(I

DDTC-Me sulfone

oo oo oooao
O00o0ooddoan

|
d)isulfido de carbono (C$ + Dietilamino

DDTC-S-glucoronide
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3.1.5.- Inhibiciéon de la ALDH mitocondrial.

El disulfiran ha venido siendo utilizado como un inhibidor del enzima ALDH hepatico
hecho que ha posibilitado y promocionado su utilizacién como farmaco de gran valor en el
tratamiento del alcoholismo (MOTTIN, 1973; KWENTUS Y MAJOR, 1979) ya que la inhibicion
que produce en la ALDH genera en el organismo una serie de cambios que se plasman en lo
gue en conjunto, como anteriormente se ha visto, se ha dado en denominar RED.

Asi, el disulfiran y el DDTC inhiben la ALDH de forma similar (DEITRICH Y ERWIN,
1971). Estas dos sustancias son potentes queladores del cobre asi como de otros metales. La
quelacioén de la porcion de un metal de un enzima por disulfiran o DDTC podria conducir a
la inactivacion de ese enzima. Los enzimas que contienen metales que pueden ser inhibidos
por disulfiran o DDTC incluyen a los enzimas que contienen zinc, como la ALDH
(SToPPANI Y OTROS, 1966) y a los enzimas que son dependientes del cobre, como la aldehido
oxidasa y la DBH (KAUFMANN Y FRIEDMAN, 1965). Por lo que se ha planteado que el
mecanismo de inhibicion de la ALDH por el disulfiran y su metabolito, el DDTC, es debido
a la quelacion de los metales esenciales para la actividad enzimatica o la inhibicion
competitiva entre el grupo C=0 del AcH y el grupo C=S del disulfiran (DE SAINT-
BLANQUAT Y DERACHE, 1976).

De esta forma, el disulfiran y el DDTC generan una inhibicion pronunciada e
irreversible del enzima tanto in vivo (TOTTMAR Y HELLSTROM, 1983; YOURICK Y FAIMAN,
1989; PETERSEN, 1992; JIN Y OTROS, 1994) como in vitro probablemente mediados por un
metabolito (TOTTMAR Y HELLSTROM, 1983; JIN Y OTROS, 1994) aunque el DDTC es menos
potente que el disulfiran en la inhibicion in vitro (KiTsoN, 1975) e in vivo (YOURICK Y
FAIMAN, 1989). Este hecho ha generado que algunos autores planteen que el DDTC es
efectivo in vivo a causa de su reoxidacion a disulfiran (STROMME, 1963; STROMME Y
ELDJARN, 1966; DEITRICH Y ERWIN, 1971).

Un estudio realizado por Yourick y Faiman (1989) para comparar las caracteristicas
del disulfirdn y sus dos primeros metabolitos, el DDTC y el DDTC-Me, pone de manifiesto
que la maxima inhibicion del enzima ocurre cuatro horas después de la administracion del
disulfiran (HELLSTROM Y TOTTMAR, 1982), ocho horas después para el DDTC y dos horas
después para el DDTC-Me, dandose una inhibicion del 70, 65y 75% ocho horas después del
tratamiento con disulfiran, DDTC y DDTC-Me respectivamente. El grado de inhibicién de la
ALDH mitocondrial hepatica de baja Km fue igual para las tres sustancias en el intervalo
comprendido entre 8 y 172 horas después de la administracion de estas sustancias. Con
ninguna de estas drogas obtuvo inhibicion de la ALDH de alta Km.
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Por otra parte, en ratas pretratadas con disulfiramykg), DDTC (114mg/kg) y
DDTC-Me (41.2 mgkg) y ocho horas despuéatadas con etanol @/kg 20%VN) se
obtuvieron perfiles temporales similares para las concentraciones de AcH y etanol en
sangre.Ademas, también sdio una RED, evaluada comipotension ytaquicardia,
similar para las tredrogas; sirembargo, lahipotension correlaciond cdos niveles de
AcH en sangre pero no con los de etanol.neeho, no existediferencias en el perfil
temporal de la concentracion de etanol en sangre tras la administratodnird@bidores
respecto al grupo control, de forma que se podria afirmdoguehibidores no producen
un aumento en los niveles de etanol en sangreritk Y FAiman, 1989).

En definitiva,los datos indican que las propiedadescaeanto a la relacion de
sensibilizacién con el etansbn similaregara las tres sustancias, aunque el DDTC-Me
seria un metabolito activo mas potente que el disulfiranDpPdIC. Por suparte,algunos
autores (BITRICH Y ERWIN, 1971) plantean que una de las razones para el menor rango de
inhibicion por parte deDDTC sedebe probablemente a las propiedadidsofilicas del
compuesto y a slenta dstribucibn comparado con lasmracteristicas lipofilicas que
presenta el disulfiran.

Otros estudios sobre DDTC-Me, mlayor metabolito del disulfiran, formado en
tres pasognetabdlicos a partir de estedRick vy Faivan, 1987), indican que esta
sustancia inhibe irreversiblemente a la ALDH,quee tras la administracion de uinaica
dosis (41.2mg/kg i.p.) de estenetabolito la inhibicién del isozima g@olongo durante
168 horas (WURICK Y FAMAN, 1987; HLANDER Y JoHANSSON 1989). Enratas este
metabolito puede actuar como un inhibidor suicida con preferpacial isozima ALDH
de baja Km (ALDH), pero sinafectar a laALDH de alta Km (Yourick Y FaimMan, 1987)
mientras que sudos metabolitos oxidados, el sulfoxide y el sulfoespecialmente este
ultimo, son potentes inhibidores no solo de la ALBIHo también de la ALDH citosolica
de alta Km(ALDH,). La reaccion inhibitoria entre el enzima y cadao de los
metabolitos es caracterizagar laformacion de un aduptcovalente, probablemente con
la cisteina residual como lugar activo de los enzinms\(dsoN 1992).

La inhibicién de la ALDHpor el DDTC-Mein vivo es dosisdependiente, 11 % y
90% para un rango ddosisque comprende desde8 hastal58 mg/kg (YOURICK Y
Faman, 1987). Sinembargo,los datos indican sinactividad in vitro (Kitson, 1976;
HART Y OTROS 1990).
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La dosis letal para el 50% de la muestra ) para el DDTC-Meadministrado i.p.
a ratas y a ratones fue 8167 y 263mg/kg respectivamenté.os sintomas de toxicidad
gue precedian la muerte des animales eran similaresl@s sintomas observadgsor la
toxicidad del disulfirdn (KiMAN Y OTROS, 1983).

Por otra parte, ensujetos humanos tratados con disulfirdn las concentraciones en
plasma de DDTC-Me son proporcionaledaa dosis de disulfirArpreadministradas.
Obteniendo también una relacion significativa entre la formacidlatova deDDTC-Me,
la formacién de AcH y una serie de aspectos que\élaos paraconformar una RED
(JoHANSSON 1992).

Ademas,algunos autores han planteado que la presencia demetdbolito en
sangre puede servir como marcador de la fungiétabdlica oxidativa del higado y de la
efectividad terapéutica del tratamientoceranto a la concentracion apropiada eddais
de disulfiran (3HANSsON 1992; RTERSEN 1992).

En relacion coresto, tambiémos metabolitos deDDTC-Me han sido estudiados
para determinar sus caracteristicas actiwasyo e in vitro en relacion con el disulfiran y
los demés compuestos procedentes de este. Estos metabolitos son el DDTC-Me sulfoxide
(MADAN Y FAIMAN, 19944, b), eDDTC-Me sulfine (MADAN Y FAIMAN, 1994a; 1995) vy el
DETC-Me (HarT Y oTROS 1988; 1990; GHANSSON Y OTROS 1989). Estellltimo para
algunos autores @&t Y oTROS 1988; 1990; GHANSSON Y OTROS 1989) seclasificaria
como un metabolito del DDTC-Me sulfine y no del DDTC-Me.

Respecto al DDTC-Me sulfoxide se sahe& es el producto de una Mitieacion
del DDTC-Me mediante el sistema microsomal m@nooxigenasas (MbAN Y FAIMAN,
1994a). Los estudiom vivo (HART ¥y oTrROS 1990; HART Y FAMAN, 1992; MADAN Y
FaimaN, 1994b) del curso temporal de la inhibicion de la ALDH tras la administracion de
esta sustancia, ponen de manifiesto que la maxima inhibicién del isozima se produce ocho
horas después de su administracion (45.2 mg/kg), recuperandatieitiad de laALDH
48 horas después de esta administracion.

El estudio de laslosis que inhibenin vivo a la ALDH mediante estenetabolito,
indica que la mayor inhibici6(65%) se consigui6é con tdosis de 90.4 mg/kg. Wado
gue esta sustancia produce irritacion dealddad intraperitoneatjue es mayor a mayor
dosisdel metabolito, no sadministrarordosis mayores de lsustancia y no se obtuvo
una inhibicion mayor del 65%.
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Los datos que lo comparan con otros metabolitos indican que aunque el DDTC-Me
sulfoxide inhibi6 la ALDHIin vivo, no fue detectado en plasma 0.5 y 2 horas después de la
administracion de disulfirdn (75ng/kg), DDTC-Me (122.25 mg/kg), DDTC-Me
sulfoxide (45.2 mg/kg). Sirembargo, a partir de la administracion de DDTC-Me
sulfoxide si sedetectaron esangre el DDTC-Me y el DETC-Me (MdAN Y FAIMAN,
1994b).

In vivg, el metabolito tampoctue tan potente como &ETC-MeSO, siendo la
dosis que genera el 50% idibicion (ID,,) de 170pumol/kg (31 mg/kg) y 22umol/kg
respectivamente @kt vy Faivan, 1992). Ademas, tambiérfue menos potente que su
precursor, el DDTC-Me que presenta ung,|® 95 pumol/kg (Yourick Y Faman, 1989),
mientras que dDETC-MeSO esmas potente que su precursor, el DETC-Mer{Hy
OTROS 1990).

Lo anterior podrialeberse o a que atetabolito no presentahama concentracion
suficiente para inhibir a la ALDHoor su absorciéon immnpleta o por su rapida
deactivacion; oser debido a que lhioactivacion delDDTC-Me in vivo generd la
formacién de otro inhibidor de la ALDH ademda DDTC-Me sulfoxide. Esta segunda
posibilidad parece mas plausitperque el DDTC-Me edioactivado aDETC-MeSO
(HART Y FaIMAN, 1992), que es mas potente que el DDTC-Me sulfoxide.

Asi, la inhibicion de I&ALDH , observada después de la administradéirDDTC-
Me sulfoxide puede estanediada en partgor el DETC-MeSO, y estpodria explicar
por qué el DDTC-Me sulfoxide no es solo mepogente,sino también su menaaccion
sobre la ALDH frente al DETC-MeSO.

En este sentidoDDTC-Me y DETC-Me fuerondetectadosdespués de la
administracion a ratas de DDTC-Me sulfoxide, lo que sugiere gDEEC-MeSOpuede
también ser un metabolito del DDTC-Me sulfoxide.

Por otra parte,los datos procedentes de los estudiogitro (HART Y oTROS 1990;
MADAN Y FaiMaN, 1994b,1995)indican que eDDTC-Me sulfoxide (IG, = 10 uM) no
fue un inhibidor tan potente como EETC-MeSO. De hecho, bajocondiciones
experimentales idénticas €DTC-MeSO genera una inhibicibn mayor con una
concentracion 13/ecesmenor que lautilizada por el DDTC-Me sulfoxide. Adweas,
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aungue ambos generan inhibicidnvitro susprecursores, dDDTC-Me y el DETC-Me
no son buenos inhibidoresvitro (YouRrick Y FAIMAN, 1991; HART Y FAIMAN, 1992).

A modo deresumen, se podria deque estemetabolito inhibein vivo e in vitro,
pero es el menos potente de los metabolitos del disulfirdn seguramentegavegeeque
es reducido &DTC-Me y entonces metabolizadoRDTC-Me sulfine, a DETC-Me y
posteriormente a DETC-MeSO AdaN Y FAIMAN,, 1994D).

Este estudio, y otros anterioresa@t Y FaimMan, 1994), ponen de manifiesto que el
DETC-MeSO es emnetabolito aparentementesponsable de la inhibicion de Ad.DH,
in vivo.

El segundo de lometabolitos deDDTC-Me que ha sido estudiado esEDTC-
Me sulfine (MaDAN Y FAIMAN, 1995). Los estudios sobrefamacion de este metabolito
indican que ademés de la mediacion del sistema microsomal de monooxigenasa, las
monooxigenasas que contienen flavienzifdO) tienen una contribucidparcial en la
formacion de este ya que en presencia dd&-M® se producauna inhibicion de su
formacion de 30-50% (MbAN Y FAIMAN, 1994a).

Los datos indican que este es un inhibidonvo de la ALDH (ID,, = 57 pmol/kg
(10.2 mg/kg), perin vitro no presenta muestras de esta inhibicion.

Los resultados de los estudimsvivo muestran que la méwa inhibicién de la
ALDH se dio una hora después de la adstiacion i.p. de esta sustané#b.2 mg/kg),
recuperandose la actividad de AADH 168 horas después de la administracion del
metabolito.

Este metabolito, al igual que el anterior, tampoco se detecté en glasmaes de la
administracion i.p. de disulfirdn (7Bg/kg), DDTC-Me (122 mg/kg) o DDTC-Me
sulfine (22.6 mg/kg). Siembargo, el DETC-Me, la formdesulfuradadel DDTC-Me,
fue detectado como un metabolito @ TC-Me sulfine en plasma datadespués de la
administracion del DDTC-Me sulfine.

Si el DDTC-Me sulfine esnetabolizado &DETC-Me y posteriormente a DETC-
MeSO vy estas dos sustanc@®ducen una REDpodria esperarse lo mismo para el
metabolito DDTC-Me sulfine y esto es lgue se obtiene ocho horas después del
pretratamiento a ratas con DDTC-Me sulfine y la posterior exposiciétaral (1g/kg).

De forma que se obtuvieron niveles elevados de Ackbaagre de 0.5 a 2 horas después
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de la exposicion al etanofjue fueronindetectables cuatrtioras después deste
tratamiento (MDAN Y FAIMAN, 1995).

Todos estos datos apoyandaa deque eIDDTC-Me sulfine es umtermediario
formado despuédel metabolismo ddDDTC-Me y es probablemente un precursor del
DETC-Me en la bioactivacion global del disulfiran a DETC-MeSO.

El tercero de los metabolitos estudiadossit® el DETC-Me. Los datos obtenidos
indican que este es un inhibidior vivo de la ALDH debaja Km mas potente que el
disulfiran, eIDDTC o el DDTC-Me. Elcomienzo de la inhibicion de WBLDH por el
DETC-Me, el precursor inmediato del DETC-MeSO, se da en 30 minutes {brros
1990), esto es debido probablemente a que presenta un mayor ligoditico. Sin
embargo, los datos muestran que es inattividro (HART Y OTROS 1990), aunque altas
concentraciones y tras un largo periodo de incubacién si ha demostrado inhibicién de la
actividad deshidrogenasan vitro (HELANDER Y JOHANSSON 1989; &HANSSON Y OROS
1989; KiTson, 1991).

De hecho los datos indican que lgJPara estas sustancias ha sidorgdékg para
DECT-Me; la maxima inhibicion obtenida por eBtevivo se obtuvo 30ninutos después
de su administracién y mostrando al mistigmpo su inefectividad como inhibidar
vitro; 15.5mg/kg para DDTC-Me56.2 mg/kg para disulfiran15.5 mg/kg para DDTC
(HART Y oTROS 1990) y 3.5 mg/kg para el DETC-MeSOag Y Faivan, 1992). Apartir
de este Ultimo dato, algunos autoresg$BIER YJAKUBOWSKI, 1972; RAIMAN Y OTROS, 1978)
plantean que podrian esperarse valores similaiesdel DETC-MeSOpara eIDDTC y
el DDTC-Me ya que este se obtiene de una rapida metilacién del DDTC.

Finalmente, el dltimo dévs metabolitos analizados tsdo el DETC-MeSOEsta
sustancia que se obtieper la oxidacién de la sal de sodlel DDTC con peréxido de
hidrégeno seguido por umaetilacion (MhDAN Y FAIMAN, 1994a) es un potente inhibidor
de la ALDH de rata de baja Km tantovivo comoin vitro (HART Y FAYmAN, 1992; 1994;
MADAN Y FAIMAN, 1994D).

Como se coment@nteriormente, en la seccion referida abilaactivacion del
disulfiran, no esta claro si es este o0 alguno de sus metabolitespeinsable de la
inhibicion del isozima ALDH Este hecho hdlevado aque practicamenteodos los
metabolitos del disulfirAn hayan sido propuestos conmaeeghbolito activo o el precursor
de las especies quimicas responsables milzicion de la ALDH debaja Km. Asi, el
DDTC-Me podria ser ahetabolitoactivoin vitro del disulfiran (HLANDER Y JOHANSSON
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1989). También eDETC-Me ha sido propuesto comuetabolito ativo (HART Y OTROS

1990). Por su parte, Hart y Faiman (1992) han propuesto dqReT&L-MeSOparece ser

la especiequimica en laque el disulfiran debeer bioactivado pargpoder ejercer su
funcién inhibidora siendo de esta forma el metabolito mas probable de la inhibicion que el
disulfiran ejercesobre laactividad de I2ALDH de baja Km de higado de rata Akt v
Fayman, 1992; MaDAN Y FAaIMAN, 1994D).

Los estudiogealizados indican que el proceso lleactivacibnpor el queesta
sustancia se obtiene incluye una reduccién,metilacion ydos oxdaciones sucesivas.
Se ha intentaddeterminar la contribucién dé-450 y ddas FMO, —ya que logrupos
funcionales que contienen sulfuro son substratos para estos compuestos—, en la formacién
del DETC-MeSO gpartir de su méas inmediato precursorDEITC-Me. Los resultados
indican que el citocromo ejerce un importante papel en la catalizaciérsaléoadacion
del DETC-Me mientras que las FMO desempefiarian una funcién mexmNMOTROS
1993).

En este sentidajno de los estudiosealizadogpara determinar lasaracteristicas
farmacodinamicas y farmacocinéticas del DETC-MeSO pone de manifiesto que cuando la
ratas fueron pretratadas con disulfirdn la im&x concentracion en plasma de este
metabolito se diaos horas después de la agistracion y,todaviaera detectable, a las
ocho horas (BRT v Faman, 1994). Cuando etratamiento se realiz&@on algunos
metabolitos del disulfiran, como por ejemplo el DDTC o el DDTC-Me, adashoras el
DETC-MeSOtambién era detectable ARir v FAmaN, 1994, YouRick Y Faivan, 1989;
HART Y OTROS 1990).

En esteintervalo dedos horas se produdambién la méaxima inhibicion de la
ALDH dos horas después de su administracion, la cual seinnan un30% 168 horas
después de Imencionada administraciéAsi, las ratas pretratadas conneétabolito y
después con etanol presentaron un aumento significatilas déveles de AcH ersangre
similares a los obtenidos cuando el tratamiento se realizd con disulfiran.

Por otra parte, erratas pretratadas cddETC-MeSO (10.3mg/kg) y ocho horas
después coetanol (1g/kg) i.p., el pico marmo de AcH se obtuvo elos 30 minutos
siguientes a este tratamientod Y FAiMan, 1994).

En relacién coresto,los estudiosin vitro (0.75 uM) indicaron que la maxima
inhibicion se consigue también dos horas después deniaistiacion deDETC-MeSO
(HART Y FAIMAN, 1994).
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A modo de conclusion cabria sefialar que, en general, para que uno de los metabolitos
del disulfirdn sea considerado una especie quimica activa, la ALDH mitocondrial de baja
Km de higado de rata, deberia ser inhibida tanto in vivo como in vitro y, dado que solo el
disulfiran y el DETC-MeSO inhiben la ALDH in vivo e in vitro, mientras que el DDTC, el
DDTC-Me y el DETC-Me son inhibidores efectivos solo in vivo, se podria plantear que ya
que este metabolito es un potente inhibidor tanto in vivo como in vitro es también por ello el
agente quimico activo al que debe transformarse el disulfiran para ejercer su efecto sobre la
ALDH mitocondrial hepética de baja Km (HART Y FAIMAN, 1992, 1994; MADAN Y OTROS,
1993).

Asi, el conjunto de datos indicaria que el DECT-MeSO es la especie quimica en la que
debe bioactivarse el disulfiran para que ejerza su accion y es el metabolito mas probable
responsable de la inhibicion de la ALDH mitocondrial de baja Km in vivo (HART Y FAYMAN,
1992, 1994; MADAN Y OTROS, 1993; MADAN Y FAIMAN, 19944, b).

Cuadro 4. Efecto inhibitorio del disulfiran y sus metabolitos sobre la actividad de la

ALDH in vitro (Substrato: Propionaldehido) (GOEDDE Y OTROS, 1983a)

Inhibicién con pH 7.0

(% de control + SE)
Inhibidor (concentracion final) ALDH I ALDH I
Disulfiran (20 uM) 05 100+ 3
Dietilditiocarbamate (1 uM) 05 17+7
Disulfido de carbono (10 puM) 03 0+3
Dietilamino (10 puM) 91+10 11+4
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3.1.6.- Inhibicién de la ALDH eritrocitaria.

Ademas de la inhibicion in vivo e in vitro que el disulfirdn y sus metabolitos ejercen
sobre las fracciones mitocondrial, microsomal y citosolica de la ALDH hepética y cerebral —
en cortex, subcértex, medula y cerebelo— (WEINER Y ARDELT, 1984). Existen datos de su
accion sobre la ALDH eritrocitica. Asi, los resultados existentes indican que los sujetos
alcohdlicos muestran una actividad de la ALDH en sangre menor que la de los sujetos
pertenecientes al grupo control incluso antes del pretratamiento con disulfiran, siendo esta
un 39% menor que la encontrada en la sangre de los sujetos control (HELLSTROM Y OTROS,
1983).

Ademas, el mismo decremento fue observado en la sangre de sujetos pretratados
oralmente con disulfiran (400 mg/dia) de forma que la actividad de la ALDH disminuyo un
60% respecto a los sujetos del grupo control, durante la primera semana de tratamiento
(HELLSTROM Y OTROS, 1983). Esta inhibicion se mantuvo una semana después de retirar el

tratamiento.

En la linea de estos datos se encuentran aquellos que utilizando AcH como substrato
obtienen, tras la administracion de disulfiran, una inhibicion casi completa de la actividad de
la ALDH en sangre (HELANDER Y TOTTMAR, 1986). Otros autores han obtenido este efecto
por parte del monomero reducido del disulfiran, el DDTC. Indicando que ambos, disulfiran y
DDTC, fueron mas selectivos para la inhibicion de la ALDH eritrocitaria, que es similar a la
ALDH citosolica de alta Km (HELANDER Y JOHANSSON, 1989). Sin embargo, el DDTC fue
menos potente que el DDTC-Me y origind una inactivacion similar de las actividades de la

ALDH eritrocitaria y de la de los leucocitos (HELANDER Y JOHANSSON, 1989).
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3.1.7.- Otros tipos de ALDH.

Por otra parte, se ha informado de que tanto el disulfiran como el DDTC-Me inhiben
in vitro la ALDH de la levadura (VEVERKA Y OTROS, 1997). La utilizacion de este tipo de
ALDH es valida porque aunque solo tiene una homologia del 60-70% con otras ALDH de
mamiferos, el lugar activo es similar en un 95-100% (SAIGAHL Y OTROS, 1991).

En este sentido, los datos indican que la inhibicion por el disulfiran in vitro implica la
oxidacion del lugar activo mientras de la de su metabolito, el DDTC-Me, forma un aducto
covalente con la proteina in vitro dando lugar al cese de la actividad enzimatica (VEVERKA Y
OTROS, 1997).

3.1.8.- Evidencia de la respuesta etanol-disulfiran (RED).

Como se ha mostrado anteriormente, el disulfido tetraetilthiuran o Antabuse” es
ampliamente utilizado en la clinica para el tratamiento del alcoholismo ya que la droga hace
al paciente sensible al alcohol etilico, aunque el mecanismo subyacente por el cual esta
sustancia genera una RED no se conoce demasiado.

Muchos estudios realizados han tratado de determinar la similitud entre los efectos de
la interaccion entre disulfiran y etanol —la conocida RED- o simplemente la existencia en
mayor o menor grado de esta RED tras la administracion conjunta o combinada de algunos
de los metabolitos del disulfiran y el etanol.

Los resultados obtenidos indican que tanto el disulfiran como sus metabolitos
producen una RED, aunque con diferentes intensidades, después de su interaccion con el
etanol. A modo de ejemplo, esta reaccidén se observd en ratas pretratadas con disulfiran,
DDTC, DDTC-Me (JOHANSSON Y OTROS, 1989; YOURICK Y FAIMAN, 1989), con DETC-Me
(HART Y OTROS, 1990) o0 con DETC-MeSO (MADAN Y FAIMAN, 1994b). Sin embargo, una
serie de aspectos, entre los que cabria destacar, por una parte, la no deteccion de disulfiran,
después de su administracion, en niveles medibles en los fluidos corporales y, por otra parte,
el isozima mitocondrial de baja Km, ALDH,, responsable del metabolismo in vivo del AcH
derivado del etanol es mas insensible in vitro que in vivo a la accién del disulfirdn, han
llevado a la afirmacion de que el disulfirdn por si mismo no es responsable de la RED
(GESSNER Y GESNNER, 1992).

Basados en estos datos y en otros que indican que las dosis de los metabolitos del

disulfiran para producir una RED son para algunos, como el DETC-Me, la cuarta parte de la
utilizada para el disulfiran o el DDTC (HART Y OTROS, 1990), algunos autores han
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planteado que la REM@eberiadenominarse masorrectamentepor ejemplo, reaccion
etanol-&cido éster metilo dietildithiocarbamica(®ick Y Faivan,, 1987; 1989).

Por otra parte, enrelaciéon con el mecanismo quém de la accién de IRED se
propuso la produccion de wompuesto de basamodnica cuaternarigue generaria los
efectos téxicos de la interaccion disulfiran reéanol (@sieEr Y MERLEVEDE, 1962). Sin
embargo, Kitson (1977b) ha planteado que podria deberse a una acumulacién de AcH y a
la inhibicion de la DBHpor el DDTC que genera un bloqueo en la sintesis de NE
(Kitson, 1977D).

Jensen y Faiman (198#@varon acabo un estudio para determinar Sstx algun
tipo de correlacion entre la RED, —para sal@acion se utilizaron como indices la
hipotermia y la hipotension—, y el AcH en sangre, el etanol y la inhibicién de la ALDH
hepética. Para ello pretrataron ratas hembra con disul{t@® mg/kg i.p.) vy
posteriormente determinaron la ALDH hepaticaatie y bajaKm. Los datos indican que
no se produjo inhibicién de la alta Km y que el efecto inhibitsoiore la ALDH debaja
Km fue significativo 6, 8 y 12 horas después de la administracién de disulfiran.

Ademas, enos animales pretratados con disulfiran cqueho horas despuégan
tratados con etanol se obtuvo un marcado incremento del AcH gre.sBncambio en
los animales quesolo recibieron etanol (1g/kg) el AcH en sangre fuepracticamente
indetectable.

Cabriasefialar tambiémue, los niveles maimos de hipotermia e hipotension se
obtuvieron120 minutos despuédel tratamientocon etanol. La administraciéon de un
bloqueadordel receptor deDA, pimozide (0.5 mg/kg i.p.) 60 minutos antes de la
administracion de etanalfenudlos niveles de hipotermia y deipotension. Para estos
autores, el comienzo y la duracion de la hipotermia y de la hipotension durante la RED,
estaria en funcion del aumento y caida del etanol en sangre méas que del AcH en sangre.

Sin embargo, en relacién con este punto existen opin@omsariasasi, Tottmar y
Hellstrom (1979) afirman que ambos indices estarian en funcién de los niveles de AcH.

Posteriormente se hasto que la intensidad de RED correlaciona estrechamente
con el nivel en sangre d&cH (Yourick Y FamaN, 1989; GssNer 1993) ya que el
principal efecto del AcH sobre el aparato cardiovascular es la disminucién de la resistencia
periférica.
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Cadavez se vecon mas claridad que ademas de la acumulacioicHe tras el
tratamientocon disulfiran u otros inhibidores de A.DH, otros aspectosienen una
contribucion muy pequefia al tratamiento del alcoholisrmgos Y otTros 1981b) ya
gue lo que estos compuestos tienen en comun es que sensibilizan el orgaalisaimlal
por ser potentes inhibidores de la ALDHT$ON, 1977a; INDROS, 1978).

En funcion deesto, los caminos qudleven a dminuir los niveles de AcH
posibilitarian una disminucién en el esta@sdiovascular observades el tratamiento
con, por ejemplo, disulfirdn. En este sentidocompuestos como lgenicilamina
(NAGAsSAWA Y OTROS 1977) y el metabisulfito sédicoREELEV, 1973) queatrapan el AcH
en el organismo de forma eficaz podrian ser utiles.

Por otra parte,las RED queaequieren intervenciomédicason muy escasas en la
actualidad Sin embargo, socurren eltratamiento de eleccion sueder laadministracion
de 4-MP (Noue Y oTrROs 1985; G&ssNer 1993), un inhibidor de IADH. Esteagente no
solo disminuye eAcH sino quetambiénalivia las respuestasardiovasculares presentes
tanto en los sujetos control como en los experimentatesvéS. Y oTrRos 1980; LNDROS
Y OTROS 1981a; MoUE Y OTROS 1985).

Una estrategialternativa podriger la adhinistracion de acido ascorbico. En este
sentido se ha demostrado que la administracion a ratas de este &ciduwden dosis (2
mmol/kg) disminuye significativamente la mortalidad inducida por AckRIEE Y aROS
1974; 1979).

Otras sustanciaomo laL-cisteina, elacido cistéico, la tiamina y el metabisulfito
sédico han mostrado qamtagonizan significativamente la mortalidad indugda AcH
en ratas (SRINCE Y OTROS 1974; 1979).

3.1.9.- Otros efectos.

También sehan observadmtros efectos, direids o indirectos, diferentes a la
inhibicion de la ALDH, por parte del disulfirdn y algunos de sus metabolitos.

En este sentido, la administracion cronica de disulfirdn afeclds a&nzimas
microsomales hepéticopor ejemplo, deprimiendolos niveles de citocromoP-450
(Zemaimis Y GReEeNES 1976). Tanto el disulfiran como BDTC disminuyeron laantidad
de citocromo p-450, siendo el DDTC mas potente en esta accion.
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Por otra parte,ambos compuestos fewon un efecto aditivo al del fenobarbital
aumentando la actividad de la NADPH-citocromo c reductasa(LoTros 1976).

Otra de las acciones o efectos de la ALDH esglicacién en el metabolismo de
las catecolaminas, por su parte, el disulfirdn y el cloral hidrato inhiben esta reaccién en el
higado y en el cerebro €BGER YWEINER, 1977).

Como ya se ha expuesto, la inhibiciébn de la ALp&t disulfiranconduce a la
acumulacion de AcH y a la inhibicion de la DRigr elDDTC, generando el bloqueo de
la sintesis de NE (Kson, 1977b). Dehecho,algunos autores (LLER, 1972; MERS Y
MELCHIOR, 1975 defienden que las catecolaminas estan implicadas en la ingesta de etanol.
Asi, segun estoswutores, el disulfiran blogquearia itegesta de etanol npor inhibir la
ALDH sino por inhibicion de la DBH ante lo cual el tratamiento deberia enfocacs la
DBH y no hacia la ALDH.

En este sentido estdn orientados resultados obtenidos en unpesimento
realizado para comparar ddicacia de la accién de un ibldor de laDBH y/o de la
ALDH en la supresion de leonducta de ingesta de etanoM(Ay oTros 1976).Asi, se
sugiere que la inhibicion de la DBH pueskr, almenosparcialmenteresponsable de la
supresion de la ingesta @tanoltras la administracién de disulfiran, dscir, que la
eficacia del @ulfiran como agente antialcohdlico sdebe, almenos enparte, a su
habilidad para inhibir la DBH vy, en relacion cesto, lainterrupcion de la sintesis de
catecolaminas podria ser un método més efectivo en la supresion del consumo de etanol.

Esto ademas se apoya en el hecho de que la administrag@mateidague solo
inhibe la ALDH y no la DBH, nduvo un efecto significativgobre laingesta de etanol.
Por otra parte, el FLA-63, un inhibidor de la DBH, aument6 en menor gradivédes de
AcH en sangre comparandolo con el disulfirdn Y€l pero almismo tiempotuvo un
efecto mayor sobre la ingesta voluntaria de etanol.

Los resultados sugieren que el FLA-63 suprime la ingest&tal®l por un
mecanismo diferente del mecanismo de la elevacion de los nivedetideosiblemente a
través de su inhibicion de la DBH.

En el siguiente paragrafo saceuna mencion particular s efectos reforzantes
obtenidos con estas sustancias ya que ha sidaslerexa deesosefectoslos que de
alguna manera han motivado la utilizacion del DDTC como inhibidor de la ALDH en una
de las fases experimentales que conforman esta Tesis Doctoral.
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3.1.10.- Efectos conductuales reforzantes.

Se han obtenido datos que indican diferencias en los niveles de AcH enesdirggre
sujetos alcohdlicos y no alcohdlicosofsTEN YOTROS 1975). Otros datos indican que
bajo el tratamient@on disulfiran la ingesta de pequefias cantidadestat®l produjo
efectos de intoxicacion y euforia sin experimentar ningun efecto aversivo. Se han obtenido
resultados similares a partir ttes informes dealcohdlicos que indicaron que con el
consumo de pequefias cantidades de alcohol mientras eran tratados con dibtéfifan
las mismas sensaciones queeariknentaban cuando consumianngies cantidades de
etanol (GiEvens, 1953). En otro estudio s#btuvo queos sujetos queran tratados con
CC mas que un decremento en el deseo de consumir alcphahwntaban un aumento
en el deseo de ingerir mas alcoh@AEHEY Y 0TROS 1980).

Posteriormente, se llevd a cabo un estudio para examist@maticamente si
pequefas dosis de etanol podrian generar cambios en el humor o la eldsrgufEtos
eran pretratados con disulfiran o CQR¢BN Y oTROS 1983). Eneste estudiosujetos no
alcohdlicos eran pretratados con disulfiran y CC. Ocho horas despaste datamiento
fueron expuestos a la ingesta de diferedtess de etanol. Los sujetos de ambngoos
experimentales, —los pretratados con disulfirdosopretratados co6@C—, informaron de
cambios significativos en dlumor. Estos sujetos tienden a sentirse menos serios o
sobrios, mas felices, mas alerta, con un pensamiento mas claro y mas relajados cuando son
comparados con los sujetos del grupo control. Ademas, en los fgdtsecientes a los
grupos experimentales se observaron incrementos de AcH tres ovagassuperiores a
los de los sujetosdlel grupo tratado con placebd?or otra parte, los informes de los
observadores independientes indicaron que fueron capadeged&ar correctamente a los
sujetos experimentales en el 80% de los casos.

Estos resultados podrian indicar que la potenciacion por parte del disulfirdn o la CC
de dosis de etanol que solas no producen efecto podria atribuirsa\gllEesaumentados
de AcH en sangre.

Ademas, también otros autore€fBr Y otros 1983) han presentado datos de que

el incremento inducidpor etanol en ehumor correlaciona positivamente ctéws niveles
de AcH en sangre.
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En conjunto,los datos de estos mrimentos,ponen de manifiesto la posible
implicacién del AcH cerebral en estos efectos reforzantes del etanol. Esta idea se apoya en
los resultados obtenidos en experimentos con animales.

En este sentido, en ratas se ha obtenido que mientras que inyecpiodesAcH
indujeron un CAS no sebtuvo ese efecto cuando el AcH filieectamente inyectado en
los ventriculoscerebrales (BowN Y oTros 1978). Dehecho, se ha demostradoe las
rataspodianaprender aealizarunatarea operante para reciliicroinfusiones de AcH
(BRoNw Y OTROS 1979). Por otra parte, el rango de autoadministracion de AcH también se
correlacion6 con la preferencia posterior por el etarab\(Bi Y otros 1980).

Ademas, el consumo voluntario de etanol se ha correlacionado actividad de la
ALDH en ratas (AR, 1978a, b; S8cARANSKY Y OTROS 1984; 1985). Estos resultados
sugieren que ehcH, ademas dsusefectos periféricoaversivospuede generar efectos
reforzantes centrales que pueden estar en la base de la iniciacion y el mantenimiento del
consumo de etanol.

A modo de resumen, se podria afirmar que los datos presentados, a partir de trabajos
con animales y humanos, indican que bajo determinadas condi@engehibidores de la
ALDH no generan efectos aversivos en la ingesta de etanol y lo que @apodante, en
sujetos humanos el Tempdsil el Antabuse pueden aumentdos efectos euféricos del
alcohol cuando este se consume en pequefas cantidades.

Asi, enfuncion de los resultados que se despenden devigidn de la literatura
realizada, se plante6 @isefio y larealizacion dauna serie de experimentasgediante la
administracion del DDTCuno de losmetabolitos del disulfirdn, encaminadpsr una
parte, adeterminar la funciomel enzimaALDH cerebral en el metabolismo del AcH v,
por otra, aaportar nuevos datosobre lamediacion del AcH central efos efectos
psicofarmacolégicos inducidos por el etanol.

A continuacion se presentastos egerimentos ylos resultados obtenidospartir
de ellos.
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3.2.- Experimentos.

3.2.1.- Experimento n° 7.

Efecto de diferentes dosis del acido dietildithiocarbamat¢DDTC) sobre la
actividad locomotora espontanea y la inducida por etanol.

Objetivos.

Los objetivos del presente experimerfteeron dos. El pmero determinar si el
DDTC a diferentes dosis poseia, por ssmm, algun efectesobre laactividad locortora
espontanea des animales en el campo abierto. Y, el segundo, determinar el efecto de
diferentes dosis de DDTC sobre la actividad locomotora indpadainadosisaguda de
etanol.

Asi, este primer experimento recoge el estudio de la respuedtssidalel DDTC
sobre la actividad locomotora de los ratones en un campo abierto.

Hipdtesis.

Las hipétesis para este experimento fueron las siguientes.

1- La administracion de diferentetsis de DDTC ngoroducira ningunefecto
sobre la deambulacién espontanea de los animales.

2- La accion del DDTC sobre la actividad locomotora indupmeetanol provocara
una inhibicion de esa conducta que sera dependiente de la dosis de DDTC utilizada.

Procedimiento experimental.

Para este experimenfoeron utilizados 64 ratonemacho de lagaracteristicas
descritas anteriormente en el apartado de materiales y método.

Los animalesfueron aleatoriamentasignados a los grupospeximental o control,
estando formado cada uno de ellos por 32 animales. W@Wadde los gruposontaba con
cuatro nivelesdistintos; integrados por ochanimales quefueron asignados a los
diferentes niveles dentro de cada grupo.
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Los animalesfueron pretratados con inyecciones i.p. de diferentesis del
inhibidor DDTC. Las dosis utilizadasfueron las cuatro siguientes: 14, 228 y 456
mg/kg. El volumen de inyeccigmara ladosis Omg/kg deDDTC seobtuvo calculando
una cantidad de salina equivalente a la dosis 228 mg/kg de DDTC.

El rango de dosis utilizado se plante6 a partir de la dosis 114 mg/kg que como ya se
ha visto (YourICcK Y FAIMAN, 1989; 1991; 13 Y OTROS 1994; HRT Y FAMAN, 1994) hasido
la utilizada en los estudi@s vivo para determinar las caracteristicas de este metabolito del
disulfiran.

Las dosisrestantes (228456 mg/kg) sedeterminaron mediantana progresion
geométrica a partir de la dosis de 114 mg/kg.

Tras un intervalo de ocho horas, todos los animales tanto los pertenecignigm al
experimental como los del grupo control, recibieron una inyeccioén i.p. de solucion salina.
Tras este tratamiento y un intervalo de cinco minutos, los animales que integiggoel
experimental recibieron una inyeccion de etanol adasés de 2.4 g/kg, mientragie los
pertenecientes al grupo control eran nuevamente inyectados con salina.

El mencionado intervalo temporal deho horasentre ambas inyecciongsor una
parte, el pretratamiento con DDTC y, por otra, el posterior tratamiento con etanol, se utilizd
a partir de los resultados obtenidos por otros autores; tenierde’ta que laplicacion
de un intervalo de ocho horas, tanto en animalesri¥k Y FAIMAN, 1989; HRT Y OTROS
1990; HRT Y FAMAN, 1992) omo en sujetos humanosrR@vN Y oTros 1983), indico
gue tanto el disulfirAn como sus tataolitos, —-ITC, DDTC-Me sulfoxide, DDTC-
MeSO, entre otros—, demostraban un equilibrio en el efecto inhilsidbre la ALDH
mitocondrial de baja Knocho horas después de ddministraciéon de las mecionadas
sustancias (¥URICK Y FAIMAN , 1989; MADAN Y FAIMAN, 1994Db; 1995).

Este protocolo selanteacon tres fases; lprimera integrad@or el pretratamiento
con DDTC, la segunda por la administracion de solucion salina y, la tercera consistente en
el tratamientocon etanol.Estas tres fases sarecesarias ya@ue, como se expondra
posteriormente, para la realizacion Ide estudios en los que se depettratamiento
combinado de diferentes sustancias, en ese caBDd€ y 4-MP, senecesitan tres
inyecciones (experimentos n° 9 y 10), de formague la noaplicacién de un protocolo
similar en estos estudiosonductualesseria una variable que podria influir en la
interpretacion de los resultados obtenidos dificultando las conclusiones alcanzadas.
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Resultados.

En la figura 7, se recogen los resultados del efecto de las difedestesde DDTC
en la actividad locomotora espontanea y su amdme laactividad locomotora inducida
por una inyeccion aguda de etanol (2.4 g/kg) en ratones.

Para realizar el analisis fles datos se llevd eabo una prueba d&NOVA con el
GRUPO y las DOSIS como factores entre sujetos. El factor grupo presdotabeeles
(etanol-salina) y el factor dosis presentaba cuatro nivaiesporcadadosis deinhibidor
(0, 114, 228 y 456 mg/kg de DDTC).

El analisis realizadomostré un efecto estadisticamente significativo para la
INTERACCION (grupo x dosis)asi ®mo para el efect@GRUPO y para el efecto
DOSIS, obteniéndose los siguientes valores de F:

Dosis F (3,56) = 3.680 p <0.017
Grupo F (1,56) = 27.122 p < 0.000
Interaccion F (3,56) =4.971 p <0.004

Posteriormente, se aplico un analigiposteriori de la interaccion entrios dos
factores. La prueba estadistica utilizada fue el test LSD de Fisher.

Como puede observarse en la figura 7, en el grupo tratado con solucion salina no se
obtuvieron diferencias significativas, lo cual indaguze el pretratamiento con el inhibidor
DDTC a ninguna déas dosisutilizadas tiengoor simismo un efectsobre laactividad
locomotora espontanea de los ratones.

Para ladeterminacion deposibles diferenciagstadisticas entre lagosis del
inhibidor en su interaccién con el etanolrealizéuna pruebaost hocLSD de Fisher,
encontrando diferencias entre dasis 0mg/kg deDDTC vy las restanteglosis del
mencionado inhibidor (114, 228 y 456 mg/kg).

La figura 7 también muestra que la inhibicion que el DDTC efubee laactividad
locomotora inducida por el etanol es dependiente de la dosis de inhibidor administrada.
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Asi, conforme se aumenta Bosis del inhibidor aumenta también ajrado de
inhibicién que este posee sobre la conducta inducida por el etanol.
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Actividad locomotora
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Fig. 7: Efecto de diferentes dosis de acido dietildithiocarbamato (DDTC) sobre la actividad
locomotora inducida por etanol. Los ratones fueron pretratados i.p. con DDTC (0, 114, 228, 456
mg/kg) ocho horas antes del tratamiento con etanol (2.4 g/kg).

Los datos representan las medias y los errores estandar (**p< 0.01; *p< 0.05 para las diferencias
entre los grupos DDTC-salina y DDTC-etanol; ##p< 0.01 para las diferencia entre el grupo
salina-etanol y el grupo DDTC-etanol).
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Discusion.

En este primer experimento se estudiaron los efectos que difetestesle DDTC
(0, 114, 228456 mg/kg) pdieran tenesobre laactividad locomotoraspontanea de
ratones en un campo abierto, asi como sobre la actividad locomotora inducida por etanol.

En este sentido, los resultados obtenidos indican que el pretratamiento con el DDTC
antagoniza, en funcién de la dosis administrada, los efectos psicomotores ingdacielos
etanol en la actividacbtomotora ddos ratones. Mostrando wefecto dependiente de la
dosis de inhibidor sobre dictzatividad, ddforma que se produce mayor inhibicién en la
conducta en funcion del aumento en la dosis del inhibidor.

Estos resultados estan en consonancia con los obtenidos por otros autores (M
Y Famvan, 1994b; HRT Y Faman, 1994) queobtuvieron que el pretratamiento con
disulfiran o alguno de sus metabolifm®vocauna inhibicién de la ALDH ochdoras
después de la aplicacion del tratamiento.

En este sentido y dado que el pico maximo en la concentracion de AcH en sangre se
obtiene entre media horados horas después deddministracion del etanol @sT v
FaivaN, 1994; MADAN Y FAIMAN, 1995), se podria afirmar que este acimulo de AcH en la
periferia del organismomediante la toxicidacdque genera es el responsable de la
disminucion de la actividad locomotora obtenida en este experimento.

Por otra parte, aunques resultados obtenidos por otros autgras ladosis 114
mg/kg (DeirricH Y ERwIN, 1971) indican urefecto inhibidoros resultadoslel presente
experimento,obtenidosdel analisis de las diferencias enlins grupos, exerimental y
control, mediante la pruelp@st hocLSD deFisher, mostraron diferencias para d@asis
0y 114 mg/kg.

Estoindica, por unaparte, el efecto del etansbbre laactividad locomotora de los
ratones y, pootra, que lasdosis menoreslel inhibidor (114 mg/kg) aunque msagan
diferencias respecto a la dosis 0 mg/kg de DDTC, el nivel de inhibiciorjepeen no es
lo suficientemente elevado como para que los efectos del etanototsii®enteanulados
y no se den diferencias entre el grupo experimental y el control para la mencionada dosis.

En funcion de loanterior,estos dato®starianmas en consonancia con los que
muestran que aunque se produce una inhibpadparte delIDDTC a la dosis de 114
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mg/kg, el nivelmaselevadoque alcanzéfue del65% (Yourick Y FAMAN, 1989; HART Y
FamAN, 1994).

A modo de esumen, se podria afirmgue elDDTC ejercein vivo un efecto
inhibitorio sobre laactividad locomotora inducidgor etanol que es dependiente de la
dosis de inhibidor utilizada.

3.2.2.- Experimento n° 8.

Efecto de laadministracion aguda de DDTC en la actividad locomotora
inducida por diferentes dosis de etanol.

Objetivos.

Este experimento fue realizado con la finalidaded&blecerpor unaparte, el
estudio de la respuesta a diferertesis deetanol (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2,gtkg) de los
ratones en actividad¢omotora medida en un campo abiertpaor, otra, el efectaque el
DDTC (228 mg/kg) posee sobre la actividad locomotora inducida por etanol en ratones.

Hipétesis.

Las hipotesis de este experimento son las siguientes:

1- El etanol ejercera un efect@ddsico sobre la locomocion de los ratones en un
campo abiertoAsi, dosis moderadas induciran un aumento eraddividad locomtora

mientras que las dosis mas altas produciran un efecto depresor sobre la misma.

2- El DDTC, a ladosis utilizada, tendra un efecto inhibidosobre laactividad
locomotora inducida por etanol.

Procedimiento experimental.
Para la realizacion de esstudio se tomaron 96 animales duerondivididos en
dos grupos, el @erimental y el controlestando formada@adauno deellos por 48

ratones. Los seisiveles que componian cadaino de los gruposstaban a su vez
integrados por ocho animales cada uno.
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Los animales,después de unaemana de habituacibn a las condiciones de
estabulario, fueron pesados y asignhada@zat auno de los dos grupos etimental o
control—.

Asi, los ratonespertenecientes afjrupo eyerimental fueron pretratados con
inyecciones i.p. de undosis de 228ng/kg del inhibidorDDTC. Tras unintervalo
temporal deocho horaseran pretratadosuevamentecon una inyeccion i.p. de salina y
cinco minutos después fueron tratados con las diferdot#s deetanol (0, 0.8, 1.6, 2.4,
3.2, 4 g/kg) también mediante una administracion i.p. Mediadespuésiel tratamiento
con etanol los ratones eran situados en el aparato de campo abierto dunaetsalm de
veinte minutos de losuales se registraba #tividad locomotora déos diez ultimos
minutos del mencionado intervalo temporal.

Durante el tiempo trancurrido entre los diferentes tratamientos asi comtiesnpel
trancurrido desde ldltima inyecciénhasta la medida de lactividad locomotora los
animales fueron alojados de nuevo en sus jaulas.

Por otra parte, cabriacomentar que aungue en investigaciones anteriores se
realizaronlos analisis con lalosis de 114ng/kg (YOUuRIcK Y FAMAN, 1989; 1991; & v
OTROS 1994; HRT Y FAIMAN, 1994), para este experimento la dosis de DDTC utilizada fue
la de 228mg/kg, que es el doble de lailizada anteriormente. Se selecciond@ldsis de
228 mg/kg en funcion de los datos obtenidos en el experimento n° 7, en el que se obtuvo
gue el efecto inhibitorio méadaro, sobre laactividad locomotora inducidpor etanol, se
logré6 mediante esta dosis. Las diferencias entre las dosis se podrian deber a las diferentes
especies de roedores utilizados en estos experimentos.

En cuanto dos intervalos temporales utilizados en el presentgemxento, el
transcurso de ocho horas trasthministracion del inhibidoDDTC fue seleccionado en
funcion de experimentos anteriores en los quieabéa demostradgue es,por unaparte,
el momento en el que esleogaejerce la maxima inhibicion de WLDH mitocondrial
hepatica de baja Km @URIK Y FAMAN,, 1989) y,por otra, el intervalo de tiempoeecesario
para gque tanto el disulfiran como sus metabokjeszan el mismanivel de inhibicién
sobre el mencionado isozima de ALDH tanto en animates#N YFAIMAN, 1986; HART Y
OTROS 1990; HRT Y FAaIMAN, 1992; 1994; MDAN Y FAamAN, 1994b;1995) como en
humanos (BowN Y oTROS 1983).

Por otra parte, la latencia de media hora entre el tratanzentetanol y laactividad
locomotora fue seleccionada sobre la base de estudios previos en los que se observa que la
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maxima concentracion de AcH, tras una inyecciéptdeol, se da media hodaspués de
ese tratamiento (MDROS Y OTROS 1981a; YOURIK Y FAIMAN, 1989; HART Y FAIMAN , 1994).

Cabe sefalar también glas cinco minutos que transcurren entrgutratamiento
con salina y la inyeccion de etanol se mantienen como contaitaie eperimentos que
tambiénforman parte de esteesis Doctoral y que fueron seleccionados de acuerdo con
los resultados obtenidos diferentes estudiogiloto realizados con anterioridadeatos
experimentos.

Por suparte,los animales pertenecientes @upo ontrol fueron pretratados con
una inyeccion i.p. de salina, el volumen inyectado de solucion salina fue calculado como si
se inyectara el volumen de udasis de 2.4 g/kg de etanol. Ocho horas despo#sian
otra inyeccion de solucién salina y tras cinco minutgbian el tratamientgon las
diferentes dosis de etanol. Media hora més tarde eran situados inividualmente en el campo
abierto para el registro de la actividad locomotora.

Resultados.

En la figura 8 se recogdns resultadoslel efecto de diferentesdosis deetanol
sobre la actividad locomotora en ratoasscomo ekfecto del inhibidoDDTC sobre la
mencionada actividad.

El andlisis ddos datos se llevdo eabo medianteina prueba d&ANOVA con el
GRUPO y las DOSIS como factores entre sujetos. El factor grupo presdotabeeles
(DDTC-salina) y el factor dosis presentaba seis niveles (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4 g/kg).

El analisis realizadomostré un efecto significativo para el efect®OSIS,
obteniéndose los siguientes valores de F:

Dosis F(5,84) = 6.1801 p < 0.00
Grupo F(1,84) = 3.6937 p <0.06
Interaccion F(5,84) = 2.0235 p <0.08

Tras estaandlisis, se realizaron las pruelsaposterioride Fisher y, compuede
observarse en la figura 8, el etanol produce respuesta bifasica de atacion y
depresion de la actividad locomotora.
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Las dosis que presentan diferencias significativas son:

-0y 2.4 g/kg de etanol.
-0y 3.2 g/kg de etanol.
- 0.8y 2.4 g/kg de etanol.
- 0.8y 3.2 g/kg de etanol.
- 1.6y 2.4 g/kg de etanol.
- 1.6y 3.2 g/kg de etanol.
- 2.4y 4 g/lkg de etanol.
- 3.2y 4 g/kg de etanol.

Existe, por tanto, un efecto sobrealetividad loomotora dependiente dedasis de
etanol utilizada, déorma quedosis moderadas de etan(®.4 y 3.2 g/kg) indcen un
aumento en la actividaddomotora ydosisaltas (4g/kg) producen urefecto depresivo
sobre la misma.

Respecto al grupo pgrimental, en Idigura 8, se puede observar que no existen
diferencias estadisticamente significativas etdie diferentesdosis deetanol en su
interaccion con el inhibidor. Esta reduccion deatdividad locomotora inducida por
diferentes dosis de etanol permite afirmar que el DDTC ejerce una degitgsora sobre
los efectos psicomotores del etanol en ratones.

Para determinar las posibles diferenciag@mto a la interaccion enti@s grupos
experimental y control, se realizha pruebgost hocLSD de Fisher, obteniendo estas
diferencias significativas para las dosis 2.4 y 3.2 g/kg de etanol.

Los resultados referidos ait#teraccion entréos gruposindicarianque lascurvas
obtenidas en actividad locomotora presentan diferencias estadisticamente significativas.

En conjunto estos resultadpsrmitirian afirmarpor unaparte,que el etanol ejerce

un efecto bifasico sobre la actividad locomotora de los ratones en un campo abierto y, por
otra, que el DDTC, a la dosis utilizada (228 mg/kg), anula el mencionado efecto.
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Actividad locomotora
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Fig. 8: Efecto de la administracion del acido dietildithiocarbamato (DDTC) o salina sobre la actividad
locomotora inducida por etanol. Los ratones (n=8) fueron pretratados i.p. con DDTC (228 mg/kg) o salina
ocho horas antes del tratamiento con diferentes dosis de etanol (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4 g/kg).

Los datos representan las medias y los errores estandar (**p< 0.01; *p< 0.05 para las diferencias entre
los grupos salina-etanol y DDTC-etanol; ##p< 0.01 para las diferencias entre los grupos salina-salina y
salina-etanol).
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Discusion.

Como se ha visto el etanol ejerce sobre la actividad locomotora medida en un campo
abierto una accion bifasica gaaglobariauna parte inductora de la conducta y page
depresora de la misma.

Ante esta accion del etanol la administracionRIRITC ejerce un efecto interactivo
de caracter antagonista inhibiendo el aumento detieidad locomotora inducida por
diferentes dosis de etanol.

En este sentiddps resultados indican que BIDTC, posiblemente mediante la
inhibicién queejercesobre la ALDHgenera un aumento de AcH en la periferia del
organismo que inhibe la expresién deatxion bifasica que el etanejerce sobre la
actividad locomotora en ratones.

Trabajos anteriores han demostrado la accion inhibismiime laactividad de la
ALDH, mas concretamente del isoziihDH mitocondrial debaja Km, por parte del
disulfiran y sus metabolitos @d.STROM Y TOTTMAR, 1982; HELLSTROM Y OTROS 19883;
MACKERELL Y OTROS 1985; Yourick Y FAIMAN, 1987; 1989; GHANSSON Y OTROS 1989;
HART Y oTROS 1990; HART Y FAMAN, 1990; \EVERKA Y OTROS 1997). Estainhibicion
provocauna acumulacién de AcH en la periferia dedanismo (BNSEN YFAIMAN, 1986;
HART Y FAMAN, 1994), este aumento en la concentracion del AcH genegaiadio de
toxicidad que provoca una serie de efectos desagradables que se conocen con el nombre
de RED (Yourick Y FAIMAN,, 1989; MADAN Y FAIMAN, 1995).

Los datos obtenidos aste experimento van enllaea delos trabajos anteriores
sugiriendo, por una parte, la accién inhibitoria del DDTC sobre la actividad de la ALDH v,
por otra, lapresencia de unRED queimpide laexpresion conductual de Ectividad
locomotora inducida por etanol.

Asi, la sugerencia de la posible existencia de RiED que sea laesponsable,
mediantelas concentraciones aumentadas de AcH en el organismo, de la no expresion
conductual del aumento en la actividaddmotora inducidpor etanol se fundamenta en
estudiosprevios que han indicado que el pretratamiento con metabolitos del disulfiran
previo a la administracion de etanol provoca un aumento en la concentracién de AcH que
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es méaximo media hora después de la administracion del etanol giaduteras (Rt v
Faiman, 1994; MhDAN Y FAaiMAN, 1995).

La importancia de este intervalo de media hora se refleja tambiénestddgs con
sujetos humanos (lbros Y oTRos 1981a) en los que la administracién de un inhibidor de
la ADH, el 4-MP, se realizaba 30 minutos antes del tratamaamaetanol con el objetivo
de prevenifos efectos toxicoslel aumento de AcH provocagor el pretratamiento con
un inhibidor de la ALDH, la cianamida.

A modo deresumengabriasefialar qudos resultados obtenidos soopngruentes
con una inhibicién de la ALDH por parte d@DTC que provocariamediante el aumento
de AcH en el organismo, un efecto antagonista solaetiiadad locomotora inducida por
etanol.

3.2.3.- Experimento n° 9.

El efecto de la adnmistracion combinada del acidodietildithiocarbamato
(DDTC) vy el 4-metilpirazol (4-MP) sobre la actividad locomotorainducida por
etanol.

Objetivos.

Una vez demostrado que £IMP administrado agudamente a udasis de 10
mg/kg notiene por simismo ningunefectosobre laactividad locomotora inducida por
etanol en ratones —ver experimento n® 5—-, se realizd el presente expedorerdb
objetivo de determinar si la accién conjunta diess de losenzimas implicados en el
metabolismo del etanol conson la ADH y la ALDH ejerceria urefecto significativo
sobre la actividad locomotora inducida por etanol.

Como ya se indicé el primero destosenzimas regula epaso deetanol a
acetaldehido en la periferia defganismo (BTERSEN YOTROS 1983) mientras que la
ALDH regula elpaso deAcH a acetatotanto a nivel periférico como a nivel central
(LIEBER, 1977; ERIG Y OTROS 1990).
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Hipétesis.

1- La hipoétesis de partida para este experimento es que el acumiiiiden la
periferia del organismo, producigmr lainhibicion de la ALDH periférica generada por
la administracion de DDTC, se atenuard mediante la inhibicion del eAiMdadebido a
la accion ded-MP, de forma que estatenuacién ddos niweles de AcHperiféricos
permita la observacion del aumento que el etanol geoéra laactividad locomotora de
los ratones.

2- Por otra parte, y dado que la accién de la accion de la ADH en el cemdinm el
metabolismo deétanol, es minima @kIN Y SokoLorr, 1970; 1972), spodria observar,
en losratones, un aumento endatividad loconotora inducidgpor etanolsuperior a la
obtenida para los animales pertenecientes al grupo control ya que la concentracion de AcH
a nivel central estaria aumentatkbido a la inhibicién de la ALDHncefalicapor parte
del DDTC.

Procedimiento experimental.

En este experimento se emplearon 96 ratones macho chrdateristicadescritas
previamente en el apartado de materiales y método.

Los animales, después derpesados, fueron asignadotoa gruposgxperimental
y control, de forma que cada grupo estuvo compuesto por 48 animales que a su vez fueron
asignados @adauno de los seis ndles que componianlos grupos, aazén de ocho
animales por nivel.

Los ratones pertenecientes al grupo experimental recibieron una inyeccion aguda de
DDTC, a unadosis de 228ng/kg, y ocho horas después fueron pretratados con una
inyeccion de 4-MP, a undosis de 10 mfgg. Cinco minutogiespués destainyeccion,
recibieron el tratamiento con las distintas dosis de etanol (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4 g/kg).

Después decada una de estasntervencioneslos animales fueron situados
nuevamente en sus jaulas hasta el momento de la realizacién de la prueba conductual.
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Tras la inyeccion detanol ytranscurrido urintervalo temporal de media hora los
animales erasituadosindividualmente en el aparato de campo abierto pangosterior
evaluacion.

Por su parte, los animales pertenecientes @rupo ontrol recibieron un
pretratamiento con una inyeccion agudasdiicionsalina,ocho horas después fueron
inyectados con 4-MP (10 mg/kg) y cinco minutos después de esto fogestados con
etanol (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2,g4kg). Transcurridanedia hora a partir de esir@atamiento,
los animalesfueron situadosndividualmente en el campo abierto para la medida de su
actividad locomotora.

Resultados.

La figura 9 recoge el efecto ddtMP en laactividad locomotora inducida por
diferentesdosis deetanolasicomo el efecto de la interaccion entrdd&8TC y el 4-MP
sobre la mencionada actividad.

Los datos fueromanalizados mediantena prueba deANOVA con el efecto
GRUPO vy elefectoDOSIS como factores. El factagrupo estaba compuestioor dos
niveles (salina-4-MP-etanol y DDTC-4-MP- etanol) y el factor dosis por s&kes)iuno
por cada una de las dosis de etanol utilizadas (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4 g/kg).

Los resultados obtenidos @artir de este analisis indicaron uefecto
estadisticamente significativo tanto para el factor GRUPO, como para elJ&@%6 asi

como para la INTERACCION entre ambos factores.

Los valores de F que se obtuvieron, fueron los siguientes:

Dosis F(5,84) = 21.830 p < 0.000
Grupo F (1,84) =4.019 p <0.048
Interaccion F (5,84) =7.186 p < 0.000

Después desste andlisis se realizaron las pruehaposteriori LSD de Fisher,
obteniendo que en ambgsupos se da el efecto bifasico que el etdignle sobre la
actividad locomotora en ratones.
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En este sentido, el grupo experimental presento diferencias para las dosis:

-0y 2.4 g/kg de etanol.
- 0y 3.2 g/kg de etanol.
- 0.8y 2.4 g/kg de etanol.
- 1.6y 2.4 g/kg de etanol.
- 1.6 y 4 g/kg de etanol.
- 2.4y 3.2 g/lkg de etanol.
- 2.4y 4 g/kg de etanol.

Las diferencias significativas entre dosis para el grupo control fueron las siguientes:

-0y 2.4 g/kg de etanol.
- 0y 3.2 g/kg de etanol.
- 0.8y 2.4 g/kg de etanol.
- 0.8y 3.2 g/kg de etanol.
- 1.6y 3.2 g/kg de etanol.
- 2.4y 4 g/lkg de etanol.
- 3.2y 4 g/kg de etanol.
- 2.4y 4 g/lkg de etanol.

En la figura 9 estan representados resultados de estamalisis y como puede
observarse el etanol causaanbos grupos uneurva bifasica de excitacion-depresion.
Asi, sepuede afirmar que el etanol dosis moderadas (2.4 y 3.2 g/kg) produce un
aumento en la actividaddomotora mientras quedasiselevadas (4/kg) produce una
depresion de la misma.

En cuanto a la significacion estadistica de la interaccion emtigos grupos,
mediante la prueba LSD de Fisher se obtuvo un efecto significativo pdoaida2.4 g/kg

de etanol.

Este ultimo resultadoefleja el efecto de la manipulacion enzimatica realizada
mediante los inhibidores de los enzimas implicados en el metabolismo del etanol.
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Asi, se podria afirmar que la combinacion 4iél1P, un inhibidor de la ADH, y del
DDTC, un inhibidor de I&ALDH, se plasma en un aumento deatdividad locortora
inducida por distintas dosis de etanol que es diferente, desde un punto dstadistico,
del obtenido cuando la administracién de etanol no se acompafa de la combinacion de
esos dos inhibidores.
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Fig. 9: Efecto de la administracion conjunta del acido dietildithiocarbamato (DDTC) y 4-MP o salina sobre
la actividad locomotora inducida por etanol. Los ratones (n=8) fueron pretratados i.p. con DDTC (228
mg/kg) o salina ocho horas antes del tratamiento con diferentes dosis de etanol (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4
g/kg).

Los datos representan las medias y los errores estandar (**p< 0.01 para las diferencias entre los grupos
DDTC-4-MP-etanol y salina-4-MP-etanol; ##p< 0.01 para las diferencias entre los grupos salina-salina y
salina-etanol; fttp< 0.01; ftp< 0.05 para las diferencias entre los grupos DDTC-4-MP-salina vy
DDTC-4-MP-etanol)
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Discusion.

En este experimento se estudi@flcto de la combinacion dis sustancias que
tienen entre sus praades la inhibicion de algunos ks enzimas implicados en el
metabolismo del etanol. En este caso, las sustancias empleadas fueron, paeuebdp
MP gqueejerceuna inhibicioneficiente sobre la ADH (HEORELL Y OTROS 1969) y, por
otra, el DDTC del que se conocen sus efectos de inhibicion sobre el isozkhBldela
ALDH, mitocondrial de baja Km @QURIck Y FaimMaN, 1989; 1991).

Por su prte, el4-MP ha sido ami@amente utilizado como terapefectivaante el
aumento en las concentraciones de AcH en el organisnor@s Y oTrRos 1981a; NOUE Y
oTrROS 1985), concentraciones quessin elevadas provocareacciones toxicas que se
conocen como RED, $&s genera el disulfiran o alguno des metabolitos (Yurick Y
Faman, 1989; Krson, 1991; MwaN Y Faivan, 1994b; 1995), Respuesttanol-
Cianamida (REC), si es generada por la administracion de cianamida o de carbimida de
calcio (KupArl Y oTROS 1983) y Respuestitanol-Nitrefazol(REN) si la sustancia que
produce el aumento en los niveles de AcH es el nitrefazat&4S Y oTRos 1985).

Reflejo de este efecto del 4-MP podrian ser los datos obtenidos en esi@ento
gue indican que la inhibicion ejercida por el DDTC sobre la actividad locomotora inducida
por etanol (experimento n° 8) no se producen cuando se administran conjuntaiviéhte
(10 mg/kg) yDDTC (228 mgkg) comotratamiento previo a la administracion de etanol
(0,0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4 g/kg).

En este sentido, existaatos que indican que las consecuencias dacd#n
inhibitoria de otro ddos inhibidores de IALDH, la cianamidasobre laactividad de la
ALDH quedan anuladas o atenuadasdiante el pretratamientmn 4-MP (LINDROS Y
SINCLAIR, 1979; SNCLAIR Y LINDROS, 1981; SNCLAIR Y OTROS 1980; ®IvAK Y AmiT, 1987,
SPIVAK Y OTROS, 19874, b).

Asi, el 4-MP (10 mg/kg) anul6 la acumulacion periférica de AcH en ratas sometidas
al tratamiento combinado dé&MP y cianamida, previo a la administracion de etanol
(SPivak Y AmiT, 1987; $IVAK Y OTROS, 19874, b).

En relacion con lo anterior, los datos obtenidos en el presente experimento son, por
una parte,congruentes con los informes que indican qu&MP disminuye atenuda la
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concentracion de AcH en el organismo mediante su accion inhibitoria saeistevidad de
la ADH y, porotra, indican la implicacion de BLDH central en la exgesiéndel efecto
del etanol sobre la actividad locomotora.

Cabe sefalar también que la inhibicion qué-MP ejercesobre la ADH priférica
tendria a nivel central una repercusion menor dado qBHha participaminimamente en
el metabolismo central del etanok@RIN Y SokoLorFr, 1970; 1972)Ademas, lanhibicion
gue el DDTC ejerce sobre la ALDH genera modificaciones en su actividad tanto periférica
(MaDAN Y FaMAN, 1995) omo central (KIMAN Y OTROS 1980; HELLSTROM Y TOTTMAR,
1982).

De este modo, efuncion de laaccion delDDTC sobre la ALDH segeneran
concentraciones de AcH por encimala® normales tanto periférica comentralmente.
Sin embargo, la accion del 4-MP sobre la ADH permitiria una reduccitos déeveles de
AcH en la periferia debrganismo simafectar significativamentts niveles centrales de
este metabolito.

Estosnivelesmayores deAcH obtenidoscentralmente mediante la inhibicion del
isozima ALDH, y la participacion deld-MP anulando elAcH periférico actuarian
facilitando la expresion conductual de la accién del etanol.

En funcién de loanterior,los resultados obtenidos @ste experimento permiten
sugerir la impcaciéon del AcH central en la mediacion dégunos de losefectos
psicofarmacolégicos dedtanol, eneste caso, podriamos afirmane el AcHmedia la
accion del etanol sobre la actividad locomotora de ratones en un campo abierto.

3.2.4.- Experimento n° 10.

Efecto de la interac@on del 4-metilpirazol (4-MP) con diferentes dosis del
acido dietildithiocarbamato (DDTC) sobre la actividad locomotora espontanea y
la inducida por una inyeccion aguda de etanol en ratones.

Objetivos.

Los objetivos en la realizacion de este experimento fueron, poravea geterminar
si el 4-MP (10 mddg) ejerciaalgun efectesobre laactividad locomotora esptanea de
ratones pretratados con diferentlesisdel inhibidorDDTC (0, 114, 228456 mg/kg) v,
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por otra jrte, si la actividatbcomotora inducida por etanol en animales pretratados con
DDTC era modificada significativamente $bs animales recibian previamente una
inyeccién aguda de 4-MP.

Hipdtesis.

Las hipotesis para este experimento fueron:

1- Aligual que en los experimentos n° 5 y n° 9, laat@aque el4-MP noejercera
ningun efecto por si mismo en la actividad locomotora, en este caso, pedesargtenes
hayan sido pretratados con diferentes dosis de DDTC.

2- La administracion conjunta deMP y DDTC, a diferentes dosis, eamimales
tratados con etanol supondra cambios en la actividad locomotora que esta droga genera.

Procedimiento experimental.

Se utilizaron 64 ratonesacho,asignandaleatoriamente 32 grupo exgrimental
y 32 al grupo control. Ambos grupos, fueron a su vez divididos en cuatro grupos de ocho
animales para cada uno de los niveles analizados.

Los animales defrupo exgrimental recibieron una inyeccion i.p. del inhibidor
DDTC (0,114, 228, 456 mg/kg) y ocho horas més teedibianuna inyeccion i.p. aguda
de 4-MP (10 mg/kg). Cinco minutakespués desta eran tratados con una inyeccion de
etanol (2.4 g/kg).

Tras unintervalo de media horaespués deste Ultimotratamiento,eran situados
individualmente, en el campo abierto para su evaluacion.

En cuanto agrupo catrol, los animales recibieron la inyeccion @TC (0, 114,
228, 456 mg/kg), ocho horas magarde eran pretratados cod-MP y cinco minutos
después de esto eran inyectados con solucion salina. Transmed@ahoradespués de
la inyeccion, eran evaluados en el campo abierto.

Resultados.
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Resultados.

Los resultados obtenidos se recogen en la figura 10 donde se puede observar, por una
parte, el efecto que sobre la actividad locomotora espontanea de ratones en un campo abierto
tiene la interaccion de los dos inhibidores, el 4-MP y el DDTC, vy, por otra, el efecto de la
interaccion entre estas dos sustancias sobre la actividad locomotora inducida por etanol.

Se realizé un andlisis de la varianza con el GRUPO y las DOSIS como factores entre
sujetos. El factor grupo presentaba dos niveles, DDTC-4-MP-etanol y DDTC-4-MP-salina.
Por su parte, el factor dosis se componia de cuatro niveles, uno por cada dosis del inhibidor
(0, 114, 228 y 456 mg/kg).

Los datos obtenidos a partir de este andlisis indicaron un efecto estadisticamente
significativo para el factor GRUPO, para el factor DOSIS y para la INTERACCION entre

ambos.

Los valores de F que se obtuvieron fueron los siguientes:

Dosis F (1,56) = 139.3699 p <0.000
Grupo F (3,56) = 10.7202 p < 0.000
Interaccion F (3,56) =12.1102 p <0.000

Las pruebas post hoc de Fisher, realizadas para determinar si existian diferencias en el
grupo control entre las diferentes dosis del inhibidor, indicaron que el 4-MP, por si mismo,
no ejerce ningun efecto sobre la actividad locomotora espontanea de los ratones en un campo
abierto ya que no se produjeron cambios estadisticamente significativos en el nivel de
actividad entre ninguna de las dosis.

En la figura 10 se muestra el efecto anterior. Asi, puede observarse que en el grupo
tratado con solucion salina no se obtuvieron diferencias significativas, lo cual nos indica que
el pretratamiento con el 4-MP a ninguna de las dosis de DDTC utilizadas tiene por si mismo
un efecto sobre la actividad locomotora espontanea de los ratones.
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Por otra parte, en el grupo experimental se obtuvieron diferencias significativas entre
las siguientes dosis:

-0y 228 mg/kg de DDTC.
- 114y 228 mg/kg de DDTC.
- 456 y 228 mg/kg de DDTC.

El andlisis estadistico realizado, medianterieepalLSD deFisher, para determinar
la existencia de diferencias en cuanto a la interaccidasddos gruposndicé diferencias
para cada una de las dosis del inhibidor (0, 228,456 mg/kg)entre elgrupo cotrol y
el experimental.

En la figura 10también se puede observque el 4-MP ejerce una accidon
significativasobre laactividad locomotora inducida por la administracion aguda de una
dosis de etanol (2.4 g/kg) en animales pretratados con diferentes dosis de DDTC.

En funcién de los resultados obtenidos se podria afirmar que el 4-Mfero® por
si mismo un efecto estadisticamente significativo sohaetiddad locomotora esptanea
de ratones pretratados con el inhibidor DDTC, a las dosis empleadas.

Siguiendo estdinea derazonamiento, se podria afirmar tambggre lainteraccion

entre elDDTC y el 4-MP en ratones tratadesn etanol se traduce en un aumento
estadisticamente significativo de la actividad locomotora inducida por etanol.
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Fig. 10: Efecto de la administracion conjunta de diferentes dosis del &cido dietildithiocarbamato
(DDTC) y 4-MP sobre la actividad locomotora inducida por etanol. Los ratones (n=8) fueron
pretratados i.p. con DDTC (0, 114, 228, 456 mg/kg) ocho horas antes del tratamiento con etanol (2.4
g/kg).

Los datos representan las medias y los errores estandar (**p< 0.01 para las diferencias entre los
grupos DDTC-4-MP-etanol y DDTC-4-MP-salina; ##p< 0.01 para las diferencias entre los grupos
salina-etanol y DDTC-etanol).

201



Fase II: Efecto de la administracion de DDTC y de la interaccion de DDTC y 4-MP

Discusion.

El DDTC puede inhibir conefectividad laALDH mitocondrial de baja Km
(Yourick Y FaivaN, 1989; 1991;1d Y oTROS 1994; HART ¥ FAIMAN, 1994). Esta inhibicidén
produciria un aumento des niveles de AcH en erganismo (Yurick Y Faivan, 1989;
1991) tras la ingesta detanol; a nivel conductuasto podriatraducirse en lo que se
conoce comoRED. Sinembargo, estaeaccion,aunque edacilmente observable en
sujetos humanos gP=RsSeN 1992) no lo edanto en animales experimentales ya que
algunos parametrdécilmente observables como el enrojecimidatial, mareos y otros
gue se engloban en la conformacion de esta reacciémagld v otrRos 1981; 1985;
AGARWAL Y GOEDDE, 1987) presentan en estagimales unabvia indeterminacion. En
funcion de esto, algunos autoresngEN YFaivaN, 1986) harutilizado la hipotermia y la
hipotension como indices de la RED. En el presexperimento, su evaluacion se realizé
mediante un test conductual de la actividad locomotora en un campo abierto.

En este sentido, la alteracién @sa actividad, encualquier sentido, ya sea
aumentandola o disminuyéndola, permitiria determinar esa reawefiadapor laaccion
del inhibidor DDTC sobre el isozima ALDH

Por otra parte, también esonocida la accion del-MP sobre laactividad de la
ADH, de forma que la administracion de esta sustgm@aoca un enlentecimiento del
metabolismo del etanol fibros Y oTrROS 1981a; NOUE Y 0TROS 1985). Esta atenuacion de
la actividad de IaADH se traduce en una menor cantidad de AcH erorghnismo
(LiNnDROS YOTROS 1981a; MouE Y oTROs 1984,1985) ya que ebtanol esta durante un
periodo mayor de tiempo sin oxidar.

Los datos obtenidos en el grupo tohreflejan la inocuidadsobre laactividad
locomotora de las sustancias utilizadas. En sstédo, se ha obtenido qles andlisis
estadisticos empleados no indican diferenciascotimidad para las diferentegosis de
DDTC (114, 228, 456 mg/kg) en su interaccion con el 4-MP (10 mg/kg) ya que no se dan
diferencias significativas respecto a la dosis 0 mg/kg de DDTC.

Esta ausencia de alteracion observada en la conducta permite la utilizaeghosde

compuestos como sustancias en si mismas inocuas y al mismo pasibiliién una
interpretacion de los resultados en funcion de su interaccion con el etanol.
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De esta forma,los datos obtenidogara el grupo experimental pueden ser
interpretados en términos de la comentada interaccion entre la acdds idbibidores
sobre elmetabolismo del etanol y la accibn que adtana sustanciatiene sobre la
conducta motora.

Asi, eneste grupolos resultados indicadiferencias en todas latosis (114, 228,
456 mg/kg)para laactividadlocomotora ddos animales pretratados con la combinacion
de lasdos sustancias ihidoras, DDTC-4-MP, queson psteriormente tratados con
etanol, cuando se comparan con las correspondientes en el grupo control.

Esto indica, por unaparte, la anulacion de la iibicion que el inhibidor de la
ALDH,, el DDTC, ejerce sobre kctividad loomotora inducidgor etanol y,por otra, la
potenciacion del aumento geebre laactividad l@omotora tiene la administracién de
etanol.

En referencia a esta potenciacion, una posible explicacion podria ser el hecho de que
a nivel periférico estan anuladtss efectos toxicos producidgsor la acumulacion de
AcH, inducidaestapor la &cién inhibitoria deIDDTC sobre IaALDH, ya que aunque
este inhibidor esta ejerciendo su accion al mismo tiempo la administracidrvide
produce un enlentecimientmbre elmetabolismo del etanol que se traduce en menores
niveles de AcH circulantes en el organismo.

Sin embargo, a nivel centrdals acontecimientos que se producen, aunque similares
en cuanto a la accion, en lo referido al efecto de esa amidiferentes Asi, aunque el
4-MP inhibe la accién de I&ADH centralesto noaltera significativamente la oxidaciéon
central del etanol yajue esteenzima tieneuna contribucion muy pequefia a este
metabolismo (RskiN Y SokoLoFr, 1970; 1972) debido a estoaethnol se metaboliza con
normalidad, es decir, como si no se hubiera pretratado al animdtMénh Porotra parte,
la accion del DDTCsobre el iseima cerebralALDH, mitocondrial de baj&km, se
desarrolla con toda su potenciaifiAN Y oTrRos 1980; HLLSTROM Y TOTTMAR, 1982), v,
como se ya se ha expuesto, esta accion se traduce en una inhibicion de la accion del
isozima de forma que la oxidacion del AcH a acetato se produce mas lentamente.

Estas acciones obtenidas a nm@htral,por unaparte, elmetabolismo normal del
etanol y,por otra, el enlentecimiento de la oxidacion AeH, generarian un aumento
central de la concentracién de AcH que se podria traducir en un aumento significativo de la
accion que sobre la actividad locomotora tiene el etanol.
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En este sentiddps datos obtenidos en el grupgperimentalvan enestalinea de
razonamiento, ygue no solo se produce una anulacién de ldigibn que el DDTC
produce sobre lactividad loomotora inducidapor etanol, sino también, un aumento
significativamente diferente de la accidén que ejerce el etanol sobre la mencionada actividad.

A continuacion se presentan a modo de sintesis las conclusiones obtenidas en la
fase experimental que conforman los experimentos realizados con el DDTC.
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3.3.- Conclusiones.

1- La administracion deDDTC no ejerce ningun efecto sobre la actividad
locomotora espontanea de los ratones medida en un campo abierto.

2- El DDTC ejercein vivo un efecto antagonistsobre laactividad locomtora
inducida poretanol que es dependiente deldsis de inlibidor que seutiliza, deforma
gue a mayor dosis se obtiene también una inhibicién mayor de la conducta.

3- La accién deDDTC (228 mg/kg) suponena supresion de ladaccion que el
etanol genera sobre la actividad locomotora de los ratones.

4- El efecto de la administracion deMP enanimales pretratados con un inhibidor
de la ALDH, como es el DDTC, y tratados posteriormente con etanol permite dsiérpr
conductual de la curva bifasica que el etanol produce sobre la actividad locomotora.

5- El pretratamiento combinado de 4-MP y DDTC, en animales tratadosacof) et
supone un aumentsignificativo de la actividad locommta inducidapor etanol por

encima de los niveles obtenidos por el grupo control.

6- La administracién conjunta deMP y DDTC adiferentesdosis no supone
cambios en la deambulacion de los ratones en un campo abierto.
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4.- Fase |V: Efecto de la administracion de cianamida y de la interaccion de
cianamida y 4-MP.

4.1.- Introduccion tedrica.
4.1.1.- Aspectos generales.

La cianamida se haenominado tambiércianamida calcica citraddCCC) o
carbimida calcica o de calcCC) (Merck INDEX, 1989) ya que laxianamida es el
derivado hidrolitico de la carbimida de calCiEABHEY Y SELLERS, 1981). Los nombres
comerciales, por los que se conoce a esta sustancia son, entre otros, TgnApssim’.

Histéricamente la carbimida de calcfoe introducida como unalternativa al
disulfiran (FERcusoN 1956) quetambién podigoroducir hipersensibilidad al etanol. De
hecho, su utilizacion era preferidanyas adecuada especialmente cuando el disulfiran
estaba contraindicado UhDWALL Y BAEKELAND, 1971; LTTEN Y ALLEN, 1991; AFFE Y
OTROS 1992) o cuando lopacientes planteaban la preferenp@ un control externo
apoyado con unauave reaccion desalentadora&rNATRONG Y KERR, 1956; ARMSTRONG
1957).

En este sentido, la reaccién causada por la cianamida y el alcotalr@ug€e’) es
similar a la RED, pero sergruce mas rapidamenteg£eH Y oTros 1986) ytiene una
duracion menor (BTRICH Y OTROS 1976; BRIEN Y OTROS 1978). Estesindrome, al igual
gue en el caso del disulfiran, es también asoaadoun incremento en la concentracion
de AcH en sangre causada por la inhibicion de la ALDER@ANER Y TOTTMAR, 1976a).

Por otra parte, la cianamida tiene la desventajeatgivar eldeseo ¢raving) por el
alcohol debido a lsuave reacciéigue se produce por lateraccion entre CCC-etanol
durante las pruebasalizadas (6LLiNs Y BrowN, 1960). Sinembargo,algunos autores
han informado de que la reaccion al alcohol puede ser severa si se aumentan las cantidades
de etanol (ERGUsON 1956; @LLINS Y BROWN, 1960).

Asi, la cianamida con incluso menos apoyo que el disulfiran, pseeaepliamente
utilizada como alternativa a este en el tratamiento del alcoholisomrivi1973).
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4.1.2.- Bioactivacion.

Al igual que se ha expuesto para el disulfiran, parece ser que también la cianamida
requiere una bioactivacion para ejercer su accion sobre la ALDH.

De este modo, la necesidad de un proceso de bioactivacion de la cianamida para que
pueda ejercer su efecto inhibitorio sobre la ALDH es un aspecto de este compuesto que ha
venido siendo estudiado por diferentes autores (DEMASTER Y OTROS, 1982, 1983, 1984,
SHIROTA Y OTROS, 1982a, 1996 CEDERBAUM Y DICKER, 1985; SVANAS Y WEINER, 1985a) y
los resultados obtenidos sugieren la necesidad de una bioactivacion de esta sustancia para
que pueda ejercer su accion.

En este sentido, se han llevado a cabo diferentes investigaciones para determinar, por
una parte, qué enzima o sistema enzimatico seria el responsable o el mediador de esta
bioactivacion y, por otra, para poner de manifiesto qué metabolito de la cianamida seria el
responsable de la accién directa sobre la ALDH.

En relacion con esto, aunque existen resultados que indican que la catalasa es el
enzima reponsable de la activacion de la cianamida en un metabolito activo y potente como
inhibidor de la ALDH (DEMASTER Y OTROS, 1984, 1985; SVANAS Y WEINER, 1985a, b;
CEDERBAUM Y DICKER, 1985) otros autores plantean la posibilidad de una implicacion para
la N-acetiltransferasa dependiente del acetil-S-CoA (SHIROTA Y OTROS, 1984) o para el
citocromo P-450 (DEMASTER Y OTROS, 1983; SHIROTA Y OTROS, 1987b). Asi, el papel de la
catalasa en la bioactivacion de la cianamida ha sido estudiado in vitro utilizando enzima
hepatica purificada de bovino y un sistema generador de perdoxido como es la
glucosa/glucosa oxidasa (DEMASTER Y OTROS, 1984; SHIROTA Y OTROS, 1996), el ascorbato
(DEMASTER Y OTROS, 1985) 0 el hidroperdxido cumene (HPC) (DEMASTER Y OTROS, 1988).
Ademas, en relacion con la implicacion de la catalasa, también se ha visto que, por ejemplo,
la activacion de la cianamida es abolida por el AT o la azida sodica, que son inhibidores
potentes del enzima catalasa (DEMASTER Y OTROS, 1984; 1985).

Por otra parte, se ha observado que la oxidacion del metanol es inhibida por la
cianamida y dado que en roedores el metanol es oxidado principalmente via la actividad
peroxidatica de la catalasa (MANNERING Y OTROS, 1969), la inhibicion por parte de la
cianamida sugirio la posibilidad de que la cianamida inhibiera la actividad peroxidética de la
catalasa hacia los alcoholes.

En funcion de los anterior, se evalué (CEDERBAUM Y DICKER, 1985) el efecto de la
cianamida sobre la oxidacion del etanol y del metanol por la catalasa. Los resultados

indicaron que una concentracion de 0.033 - 0.05 Mm de cianamida producen un 50% de
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inhibicién de la oxidacion del etanol o del metanol. Si la incubacién de la cianamida con
catalasa es previa a la adicién de etanol se observa una inhibicién del 70%. Sin embargo, si
el etanol y la cianamida se afiaden al mismo tiempo a la catalasa, o si la cianamida se afiade
despuédglel etanol, no se obtienma signiicativa inhibicion de laactividad peroxidatica

de la catalasa. De esta forma la presencia de etanol protege conactivacion de la
catalasa producida por la cianamida.

Por otra parte, ydado que laactivacion de la cianamidpor los microsomas
hepaticos ocurrédambién en ausencia ddADPH (DEMASTER Y OoTROs 1983), esta
activacion microsomgbuede representar wegundo paso naiolico para la conversion
de la cianamida en un inhibidor efectigogiriendo que el citrocrom®-450puede estar
también implicado en este proceso de activacion.

En este sentiddps datos obtenidos por Shirotaoyros, (1987b) indi@aban que
tanto la catalasa purificada como los microsomas hepéaticos de rata, podian transformar a la
cianamida en un inbidor actvo de laALDH. Sin embargo,estas dogosibilidades no
permitiandeterminar si laactivacion enzimatica de la cianamidstaba mediadaor la
catalasgresente eos microsomas @i, por el contrariojmplicaba alos enzimas del
citocromo P-450.

Como medio deesponder &sta disyuntiva, se realizd un experimentar&raA v
oTros 1987b) en el que sm|ducianlos enzimas del citocromd-450 mediante el
pretratamiento con fenobarbii@B) al 0.1 %administrado a ratas en el agua durante 6
dias.Los resultados obteniddasdicaron una produccion doble denida, un metabolito
de la cianamidaMientras que la administracidatel SKF-525A (4 mM), un substrato e
inhibidor del citocromo P-450, bloqued la induccién produpidael PB. Pootra parte,
la administracion de AT (1 g/kg i.p.), tres horas antes del sacrificio, a ratas pretratadas con
PB generd una inhibicién en &ctividad catalitica dsus microsmas hepéticos en un
98% y redujo, laformacion decianida, en ur20% respecto del nivebroducido sin el
tratamiento con AT.

Estos resultados sugieren que mientrastalasa es mayormentesponsable de la
oxidacion de la cianamida a cianigar microsomas naducidos, la participacion de los
enzimas del P-450 hepatico es importante en los microsomas inducidos por PB.

Asi, parece que leianamidapor si misma no inhibe la ALDH y debe ser
enzimaticamente activagsor la catalasa en un metabolitictivo (DEMASTER Y OTROS
1982; 1983; 1984; 1985).
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Los datosparecen apoyar la mediacion dmhzima catalasa como el sistema
enzimatico necesario para generar la bioactivacion de la cianamida. En este sentido, se han
realizado varios experimentos enfocados a determinar la implicacion dmasia, en la
conversion de la cianamida en un metaboldtiva 0 enuna formaactiva, mediante la
medida delgrado de inhibicionin vivo (DEMASTER Y OTROS 1983; 1984) ain vitro
(DEMASTER Y OTROS 1982; 1983; 1985;HR0TA Y OTROS 1982a) que genera t@anamida
sobre la actividad de la ALDH.

A partir deestosexperimentos, se ha obtenidoef@rsTER Y OTROS 1982; 1983)
gue mediante la incubacion de ALDH ldgaduracon cianamida(200 puM), en un medio
gue contuviera mitocondria intacta de higadoade, seproduciaunacompleta inhibicién
de la actividad de la ALDH. Sin embargo, baegas mismas condicionesaasencia de la
mitocondria no producia pérdida dedetividad enzimatica. Sebservd tambiémue la
inhibicion fue dependiente del tiempo y de la concentracion de la proteina mitocondrial.

Sin embargo, la adicion ddADPH aumentésignificativamente la activacion de la
cianamida catalizadg@or el microsomal hasta un nivel similar al producigor la
mitocondria.

DeMaster y otrog1983), realizaron un examen de la distribucion subcelular del
sistemaactivador de la cianamida en higado de cat@parando la capacidad inhibitoria
relativa de la mitocondria de la cianamidana serie de analogos y derivadoss datos
obtenidos indicaron que la cianamida activada por la mitocondria causé una inhibicion del
64.5 % del enzima de la levadwamparado con ejrupo control al que no se déiadio
cianamida y que en presencia del citostdomicrosomassin afiadir cofactoregrodujo
una inhibicion del21.2 y 37.5%respectivamentecomparados con sus respectivos
controles, sin embargo, la presencia de un sistema generad&DdRH consiguid que
la cianamida fuera tan efectiva como con la mitocondrial.

Estos resultadodemuestran que la inhibicion de la ALDpbr la cianamida es
dependiente de su conversion a una foast@a,debido a una ausencia de inhibicidn
vitro para enzimas de ALDH purificados HAASTER Y OTROS 1982; 1983), y que la
mitocondria intacta de higado de rapaede catalizar esta activacion metabdlica
(DEMASTER Y OTROS 1982; 1983; $aNAS Y WEINER, 19854, c).
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Estos autoretambién hamostrado que en ausencia de un sistema generador de
NADPH, la actividad microsomal es alrededor de Mhitad de la existente en la
mitocondria. Ademas en la fraccién citosolica o hubo poca o ninguna actividad.

Ademas, la implicacion de la catalasa cosistemaenzimatico activador de la
cianamida en un metabolitactivo, hasido también estudiada mediante la accion de
inhibidores de laatalasacomo el AT y la azidaddica (EMASTER YOTROS 1984) 0 el
malonato (8anAs Y WEINER, 1985a). En estsentido, laactivacion de la cianamida
mediada por la catalasa fue inhibida por elilA\Vivoy por la azida sédida vitro. Por su
parte, el malonato disminuyé el rango dactivacion de I2ALDH en mitocondriaintacta
por parte de la cianamida.

Los datos obtenidos @MASTER Y oTROS 1984) indican que lactividad de la
catalasa hepética de lagimales queon pretratados con AT (1 g/kg) gianamida(0.22
mmol/kg i.p.) se inhibe en u®0% respecto dos controles y, 4 horas después del
tratamiento, permanece iblda. Cuandosolo seadministré cianamida, se dio una
reduccion del 75% en la actividad de la catalasa hepatica.

En este estudio también se ha obtenido que tanto la activacion de la cigmaniéda
catalasa como la inhibicion de la catalpsa la cianamidason bloqueadasn vivo por un
pretratamiento con etanol (2 g/kg i.p.).

En cuanto a los resultados obtenidos con la azida soditdn@IER Y oTROS 1984),
se ha vistogue esta bloqued, al igual queAd, la inhibicidbn queejerce la cianamida,
mediada por la catalasa, sobradsividad de I&ALDH. En estesentido, cuando satiliza
ascorbato, como fuente de peréxido, la proteccién de la actividad de la phDjarte de
la azidasédica fuecompleta,mientras que utilizanddirectamente el perdxido, Ezida
sddicarevirtio la inhbicion de la ALDH atribuida a laianamida, pero no la relacionada
con el peroxido.

Asi, sepodria concluique se obtienen resultados similares con el ascocbato
fuente generadora de peréxido de hidrégeno y con el per&dbto Aunque, con
ascorbato la inhibicibn de la ALDH requiri6 tanto datalasa como de cianamida
(DEMASTER Y OTROS 1985).

En otros estudios EMASTER Y oTrROS 1988) se hautlizado como fuente
generadora de peroxido lPC y los resultados indicaambiénque la inhibicion de la
actividad de la ALDH por parte de la cianamida es dependiente de la oxidaiziirada
por la catalasa de la cianamida a un metabolito activo.
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A partir del conjunto de los resultados obtenidopadria afirmarque la inhibicion
del isozimaALDH mitocondrial debaja Km por la cianamida, eslependiente de la
conversion de esta Ultima sustancia por un enzima para que lo transformmaetahwoiito
activo. Este enzima seria la catalasa, lo k& a la concluén de que lecatalasa es el
enzima responsable de esta bioactivacion.

Ademas, teniendo en cuenta que la mayoria de la catalasa hepatica esta localizada en
los peroxisomas y debido a que los peroxisomas y la mitocondria cosedimeetemael
gue activa a lecianamida, la catalasa, seria probablementeoridgen peroxisomal y
mitocondrial (EMASTER Y OTROS 1984; SANAS Y WEINER, 19854, b).

4.1.3.- Biotransformacion y metabolitos efectivos.

El otro aspecto relacionado con ebiaactivacion de la cianamida t&do la
determinacion del metabolitactivo, esdecir, elencargado de ejercer la accion inhibitoria
directasobre la ALDH. Ya quenientras que lzatalasa hasido identificada como el
enzimaresponsable de la formacidel inhibidor activo de laALDH derivado de la
cianamidan vivo, las estructuras des metabolitosoxidados de l&ianamida incluyendo
los que son inhibidores activos de la ALDH han gldiwiles deencontrar (EMASTER Y
OoTrROS 1984).Ademas,por parte dealgunos autores ERNONOSA Y OTROS 1989) se ha
planteado la idea de que la cianamida no necesita la conversién a un metdbolifrac
ejercer la inhibicion de la actividad de la ALDH.

Sin embargo,los datosobtenidos, tomados eronjunto, indican que negeria la
cianamida por si misma la gegerce directamente el efectino uno de sumetabolitos,
masconcretamente, @litroxil. Asi, este compuesteeria elresponsable de la iitticion
ejercida sobre la actividad de la ALDH mitocondrial de baja KRr¢8A Y oTRoOs 19873,
b, 1996; MGASAWA Y OTROS 1990).

Ademas, se planted que la N-hidroxicianansdda elproductointermediario de la
oxidacion de la cianamida, de forma queitnamida se descompondria espontaneamente
en cianida y nitroxil (8IROTAY OTROS 1987h).

Como se ha comentado, se llasado acaboestudios (RUNONOSA YOTROS 1989)
gue concluyen que no es necesaria la conversion danlamida en un metabolito que
ejerza el efecto inhibitorio sobre la ALDHos estudios, realizadas vitro, han evaluado
la capacidad de la cianamida (8@ y 20 uM) en la inhibicion de la ALDHmitocondrial
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hepatica de bajEkm. Los resultados incan una inhibicion irreversible de la ALDH
cuando en el medio de incubacién egpéesentes IaALDH, la catalasa, el NADy la
cianamidaSin embargo no se obtuvo desaparicion de @bit@ma sustancia durante un
intervalo de tiempo superior a 24 horas. A partir de este dato, los autores concluyen que la
cianamida no necesitaria la conversion en otra sustancia para ejercer su accion.

Desde otrgplanteamiento, se realizaron evaluaciones de derivadoglggos de la
cianamida para determinar la habilidaded¢éos erejercer un efecto inhibitorisobre la
ALDH mitocondrial. Los resultados obtenidose@asTeER YoTrROs 1983) irdicaban que
solo losmonoalquiloscianamida ejemplificadper lan-butilcianamida demostraban una
inhibicion significativa de este enzima.

Por el cotrario, otros compuestos, isoeléctrénicos en estructura cariateamida,
como el cianato potasico y tcianatico potasico, no tuvieraringun efecto o este fue
muy pequefio (EMASTER Y OTROS 1983).

Otros analogos de lxianamida o derivados desta, incluyendo al N-
acetilcianamida, ehayor metabolito urinario de leianamida (8IROTA Y OoTROS 1982a),
fueron inactivos en este sistema&lSTER Y OTROS 1983).

Otro de los compuesta@valuados (SROTA Y oTROS 1982b) ha sido unéorma
carbodiimida de laianamida,para ello se compar6 la acciéon inhibitoima vivo de la
dimetilcianamida(DMC), esta sustancia delser primeroN-demetilada para que pueda
ser considerada urfarma carlodiimida, y de la cianamidsobre la ALDHin vivo e in
vitro.

Los datosindicaron que la DMC administrada i.p. a ratas gener6 un aumento del
AcH derivado del etanol (2 g/kg), medidespués de ladaninistracion de estéltimo, y
disminuyé laactividad de IaALDH de baja Km mitocondrial en u80% a las 12-24
horas. Sirembargo, la DMQ200 uM), preincubada durante cinco minutos, fia&ctiva
in vitro como inhibidor de la ALDH de baja Km en mitocondritacta de higado de rata.
Por el contrario, bajesas mismas condicionesnigropilcianamida, un monoalquil de la
cianamida similar a lanetilcianamida, y la cianamideron potentes inhibidores del
enzima, obteniendo inhibiciones del 83 y 99% respectivamente.

Otras de las sustanciasaluadas (NsasawA Y oTrRos 1986) sonderivados de la
cianamidaque han sid@cilados corotros acilos grasogy-aminoacilos (aminoacido) o
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grupos peptidilicos como formgzrodroga de la droga origen, la ciamda. Estos
derivados, como la acetilcianamida haio mas efectivos que la cianamida (0.5
mmoles/kg i.p. 01.0 momles/kgp.o.) en laelevacion ersangredel AcH derivado del
etanol (2g/kg) cuando se administroratas, yese efecto serolongd por un periodo
superior a 72 horas con los derivados mas lipofilicos.

La cianida, esuno de los productos formadas vitro en la oxidacion de la
cianamida mediante la catalasaigSTA Y oTROS 1987a, b; BMASTER YOTROS 1988). Se
ha visto que cuando se elimina del medio quimico a la cianamida, a la catalasa o al sistema
de glucosa/glucosa oxidasa, la formaciéncdmida se reduce hastiveles minimos
(SHIROTA Y OTROS 1987a).Ademaés,cuando lacianamida es incubadmlo conbuffer, no
se obtiene cianidalambién, erexperimentos que han utilizado HPC (DEMASTER Y
oTrROS 1988) se ha obtenido que la cianida es un producto de la oxidaciéaaieataida,
de hecho la pérdida detividad de IaALDH de la levaduraindico la formacion de un
inhibidor de la ALDH. En la mismbinea, se obtiengue incrementos en la concentracion
de cianamida o de catalasa se traducen en un aumento en la formagigmddeesto
implica que esta sustancia no seria un producto de la descomposicion de la cianamida. Por
otra parte,estos autores (RoTA Y OTROS 1987a)plantean que laianamidasolo puede
ejercer sus acciones quimicas o metabdlicas a travésugel ciano y/o delgrupo amino
y, dado que el ciano es resistente al metabolismavo, la accién de la catalasa debe
ocurrir sobre el grupo amino. Portnto, se planteque la N-hidroxicianamida debe ser
el producto inicial de la oxidacién de la cianamida medjaitala catalasaapoyadapor el
peréxido o algun otro sistema generador de peroxided® v otrRos 1987a,1996;
DEMASTER Y oTROS 1988). Deforma que este intermediarguimicamente inesble se
descompone espontaneamente para producir el proshegovado, la cianida nitrosilada
(O=N-C=N) y un inhibidor activo de I&LDH, el nitroxil, [HN=O, nitrosilo hibrido]
(NAGASAWA Y OTROS 1990; SIIROTA Y OTROS 1996).

Tomando como base Bnterior, se ha utilizado N-hidroxicianamida ycianamida
llamada™*C como marcadores isotopicos de esta posimdecion,para presentar una
evidencia clara de lacuacion siguiente @asawA Y oTros 1990) y de ldormacién de
nitroxil en el metabolismo oxidativo de la cianamida.
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Cuadro 5. Metabolismo de la cianamida.

H+
catalasa H-O AN
HINCEN ——— N_-C=N HN=O + HC=N

H202 H

cianamida N-hidroxicianamida nitroxil cianida

Ademas, los resultados obtenidos indican que dado que los compuestos C-nitrosos,
considerados como sustitutos e los nitroxilos, inhiben la ALDH de la levadura sin necesidad
de bioactivacion (NAGASAWA Y O0TROS, 1989)y que a determinadas concentraciones, la cianida
no inhibe la ALDH (SHIROTA Y 0TROS, 1987a,b).En este sentido, se podria plantear que, por
una parte, la N-hidroxicianamida es el intermediario en la bioactivacion oxidativa de la
cianamida medida por la catalasa y, por otra,que el nitroxil producido en la oxidacion de la
cianamida es el inhibidor de la ALDH (NAGASAWA Y 0TR0S,1990;SHIROTA Y OTR0S,1996).

En relacion con esto, algunos autores (SHIROTA Y 0TR0S,1996)han propuesto una via
para la biotransformacion oxidativa e la cianamida que dé cuenta de todos los productos
detectados, como son el nitroxil, la cianida, el nitrito y el COz ,e implique a la N-
hidroxicianida y a la cianida nitrosilada como intermediarios a la par.

Actualmente la investigacion se estd centrando en la deteccion de sustancias
precursoras de la cianamida (SHIROTA Y OTR0S,1997). Las sustancias evaluadas han sido,
entre otras, la S-metillisotiourea y la S-n-butilisotiourea.

Los datos obtenidos en estos experimentos han puesto de manifiesto que ambas
sustancias producen una inhibicion de la ALDH cuando son administradas a ratas in vivo o
in vitro, aumentan o los niveles e AcH en sangre, tras la ingesta de etanol, unas 119 veces
respecto al grupo control que no ha sido pretratado con la sustancia. Por otra parte, se ha
observado que en la oxidacion de, por ejemplo, la S-n-butilisotiourea,incubada con
microsomas hepaticos de rata junto con catalasa y ALDH e levadura, o cuando se afiade al
medio NADPH, se obtiene cianamida como metabolito.

A partir de todos estos resultados y, a modo de conclusién, se podria afirmar que la
oxidacion de la cianamida es catalizada por el sistema catalasa-H. Oz, lo que da lugar a la
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generacion del nitroxilHN=0), la cianida, elnitrito y el CO, como productos y, por
deduccion quimica, también amonia.

La formacion deesos productopuede estar mediager la N-hdroxicianamida y
la cianida nitrosilada como intermediarios conjuntos en la oxidacion de la ciam@onida
sistema catasa-HO,. Ambassustancias pueden genergiroxil, que seria el infbidor
efectivo del isozima deALDH, mitocondrial de baja Km, mientrague la cianida
nitrosilada puede por si misma inhibir al enzima mediante sypropensiéon a la
nitrosilacion.

4.1.4.- Inhibicion de la catalasa y de la ALDH por la cianamida.

En este apartado se preseritandatos y resultados obtenidos eritexratura que
muestran, por una parte, la relacion entre la cianamida\léd y, por otra, la relacion,
que es un prerrequisito para que la anteridiege acabo,entre la cianamida y enzima
catalasa.

Asi, los datos obtenidos en ldiferentes estudiosealizados ponen de manifiesto
que lacianamida ejerce un efecto ibitorio sobre el isozima de ALDHmitocondrial
hepatica de bajgm. Como se ha presentadateriormente, este efecto inhibitorio esta
mediado por esistemaenzimatico de la catalasa gae esta posibilita la transformacion
de la cianamida en ucompuestoactivo que seria elque ejerce efectivamente la accidon
inhibitoria sobre el isozima de la ALDH.

Por otra parte,los resultados obteniddambién harpuesto de manifiesto que la

mediacion de la catalasa erblatransformacion de leianamida conllevpara elenzima
una inhibicién de su actividad.

4.1.4.1.- Interaccion entre la cianamida y la catalasa.
La relacién entre la cianamida y la catalasa se ha estudiadantanto (DEMASTER

Y OTROS 1982; 1986; RAGON Y OTROS 1991c) coman vitro (CEDERBAUM Y DICKER, 1985;
DEMASTER Y OTROS 1982; 1986; 1988).
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Como se dijo, los datos indican la inactivacion de la catalasa durante el metabolismo
de la cianamida. Asi, la administraciarvivode cianamida (0.22 mmol/kg) dio lugar a un
decremento en lactividad de la catalasa hepética @BPo tres horas después de la
administracion de cianamidag€MASTER Y OTROS 1982).

Ademas, se ha obtenido que el periodo temporal de incubaciércidadmida con
el enzima catalasa es determinante para que se degeaatto deinteraccion entrambas,
también se ha visto que las dosis de cianamida pueden aumentar su grado de inhibicion en
funcion del tiempo de incubacién. En este sentido, se ha obsenedef8M Y DICKER,
1985) que si el periodo geeincubacion de la cianamidan lacatalasa esuperior a 3
minutos, se encuentra una inhibicidon progresivamente mayoraitiilalad peroxidatica
de la catalasa. De esta formaa concentracion menor denamida(20 uM) puede ser
efectivapara producir una inhibicién de &ctividad peroxidatica de laatalasa, hacia el
etanol y el metanol, si se permijae lacianamida se incubeon lacatalasa durante un
periodo de tiempo conveniente.

Sin embargo, cuando el etanol se afiade antes o al mismo tiempeignarada, el
etanol puede proteger la inhibicidn que ejerce la cianasaibee lacatalasa (BMASTER Y
OTROS 1985). Por otrgarte,cuando lecianamida es administradates del etanol o sola
se da una reduccion del 80-85% en la actividad de la catBkisamismo se ha obtenido
in vivo, en estudios sobre la ibition de la ALDH, deforma que el pretratamiento con
etanol en ratas tratadas posteriormente cabiddres de I2ALDH, como la cianamida,
redujo los niveles de inhibicion que producen estos inhibidores csandgaministrados
previamente al etanol.

En este sentido, también se ha obsevgque en los estudios en los que se ha
utilizado AT (40 mM) (DEMASTER Y oTROS 1985; 1988) cazidasddica (EMASTER Y
oTrROS 1984), dos inhibidoresdel enzima catalasa, se da tambigra pérdida de la
oxidacion del etanol mediada pordatalasa. Lo mismo se ha obtenido pareidaamida
(40 mM) (DEMASTER Y OTROS 1988).

Por otra parte, se sabe que endtalasa sdandos tipos deeacciones, la reaccion
peroxidatica de la catalasa apoyada por,8l,Hjue predomina a bajas concentraciones de
H,O,, mientras que a altas concentraciones predomina la reaccion catalitica.

Asi, formacion de cantidades significativas AeH, a partir del etanol, por la
reaccion peroxidatica de la catalasa es altamente dependiemta bigja y prolongada
concentracion del oxidante,8,. Al mismo tiempo la cantidad de AcH formado fue
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directamente dependiente de la concentracion de catAldsmas, la inibicion de la
catalasgpor AT y cianamida dio comeesultado una pérdida similar de la oxidacion de
etanol (EMASTER Y oTROS 1985; 1988) mietras que lacianamida administrada i.p.
elevaba los niveles de AcH eatasdespuesiel etanolsiendo la ER, para lacianamida
de 0.11 mmol/kg (SROTA Y OTROS 1982D).

El estudio de la sensibilidad, inhibicion y recuperacioén, de diferentes tejidos de rata
con catalasa a la inhibicion de la ciananiidévo, puso de manifiesto que mientras que la
actividad de los tejidos en funcién dealgtividad de la catalagae como sigue:igado >
riidén > eritrocitos > corazén cerebro, elgrado de sensibilidad de esttwgidos a la
inhibicion provocadgor lacianamida, dministrada i.p., fueigado >rifién > corazon >
cerebro. La actividad de los eritrocitos fue minimamente afectada (14%dmsidanayor
de cianamida)Por otra parte,los valores de ER medidos para l@ianamida en esos
tejidos fueron de 31, 4407 y 680umoles/kg de pespara cadaino de estos 6rganos
(DEMASTER Y OTROS 1986).

Ademés, laaparente similaridad entre la inhibicion de la catalasa hepdticda
cianamida y el Ain vivo sugieren que laianamida pertenece a la familia de inhibidores
de la catalasa similares All. Sin embargo, hayuna diferencia significativa entre la
cianamida y elAT, la bioactivacion de la cianamigsor lacatalasa da comesultado la
inhibicion de la ALDHin vivo (DEMASTER Y OTROS 1985).

En cuanto aktursotemporal se ha obtenido EMASTER Y OoTROS 1986) que la
maxima inhibicion se dio una hora después de la administracion i.pcidedanida(310
umoles/kg) y laactividad de la catalasalvié a los valores delos controles 24 horas
después de esa administracion.

Por otra parte, se habtenido que el AT (1 g/kg)tenla en mas de ua0% la
elevacion enlos niveles de AcH en sangréras la administracion detanol a ratas,
producida por la admistracion de cianamidg.22 mmol/kg). Esta atenuacion e®sis
dependiente y se acompafid de una redudotéhde la actividad de la catalasa hepatica.
Obteniéndose una correlacion positiva entre el AcH en sangracyivislad de la catalasa
hepética (BMASTER Y OTROS 1984).

Los estudiogealizadosin vivo (ARAGON Y oTROs 1991c), también hapuesto de
manifiesto que la cianamida produce una inhibicion de la catalasa cerebral.
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En este sentido, el tratamiento i.p. a ratas, previo a la administracion de cianamida o
de 4-hidroxipirazol indica que el etanol protegefiation de la dosis, a leatalasa de la
accion ddos inhibidores. Estoismo se ha observado en estudiowitro (ARAGON Y
oTrOs 1991c) con homogenados cerebrgbesfundidos e incubados con glucosa o
glucosa oxidasa en presenciaaianol y cianamidal.os datos indicaiambiénque la
cianamida ejerce una inhibicion de la actividad de la catalasa que es dosis dependiente.

4.1.4.2.- Reaccion entre ALDH y cianamida.

Los resultados obtenidos en los estudios realizadosdpteaninar la naturaleza de
la interacciéon entrdLDH y cianamida,ponen de manifiesto que tdganamidaproduce
una inhibicion del isozima de ALDH, la ALDHinitocondrial hepatica de baja Km.

En este sentido, se ha visgoe lacianamida, adiferencia deotros conocidos
inhibidores de la ALDH, como por ejemplo el disulfiran, inhibevivo tanto la ALDH de
baja Km (MARCHNER YTOTTMAR, 1978; @DERBAUM, 1981; 3RBE Y OTROS 1982) como la
de alta Km ([RITRICH Y OTROS 1976; MARCHNER Y TOTTMAR, 1978; HELLSTROM Y TOTTMAR,
1982; BRIEN Y OTROS 1985) en las treacciones de estenzima,fraccion mitocondrial,
microsomal y citosolicaSin embargo la primera es més susceptible a la inhibicién de la
cianamida yague lasdosis necesarias para la inhibicion de la ALDH al&a Km son
mucho mayores (MRCHNER Y TOTTMAR, 1978; loomis Y BRIEN, 1983a, b; $anAs v
WEINER, 1985a) aunque ambas precisan de la presencldA@e o NADH para ser
inhibidas por la cianamida (McHNER Y TOTTMAR, 1983). Estos resultados indican que la
cianamida inhibe preferentemente el isozima ALDH mitocondrial de baja Km é@aédbh
de rata (loomis YBRIEN, 19834, b), y en muestras hepaticasatkg vaca ycerdo (WEINER,
1987; Qo Y oTrROS 1988). Sinembargootros autores @y Y Rymas, 1993)mediante
HPLC, han obtenido resultados queidath que eltratamientoin vivo con cianamida
produjo decrementos similares en el pico | perteneciente a la ALDH citosélica canina y en
el pico Il perteneciente a la ALDH mitocondrial canina, lo que indicaria que una no es mas
sensible que la otra a la&cdn de la cianamida. Ademasstos mismos autores han
encontrado quén vitro, el pico | fue mas sensible a laactivacion de la cianamidpie el
pico I, sugiriendo que en perros, a diferencia de otros mamifevosi@.y BRIEN, 1983b;
WEINER, 1987; @0 Y oTrROS 1988) la ALDHcitosélica es mas sensible a ladtivacion,
por parte de la cianamida, que la ALDH mitocondrial.

218



Fase Il: Efecto de la administracion de cianamida y de la interaccion de cianamida y 4-MP

También se ha observadpe la inhibicion de la ALDH es mayor cuando se
combina la catalasa, la cianamida ypeltdxido, frente a la inhibicibn querovoca la
presencia del peroxido solo#MASTER Y OTROS 1985).

Asi, se haobtenido qualespuéglel tratamientawon 50uM de cianamidamas del
80% de la ALDH dealta Km estaba aun activa mientras quedsividad de 1&ALDH de
baja Km era solo del 20%\{&As Y WEINER, 1985a). Los datos obtenidos en ratas tras la
administracion i.p. deianamida(100 mg/kg)in vivo van en lamisma linea que los
anteriores ya que los resultados obtenidos indican que a esa dosis la actividad de la ALDH
de baja Km estéotalmente inhibida mientrague la ALDH dealta Kmfue inhibidasolo
en un 80% (MRCHNER YTOTTMAR, 1978).

Por suparte, los estudiosin vitro indican que la ALDH purificadasolo fue
inactivada a altas concentraciones de cianamida. En este sentido la evaluacidM ake 10
cianamida, erdiferentes periodos déempo, en la inibicion de la ALDH,generé una
inactivacion de 18ALDH de un 70 y un 90% eimcubaciones de rodajas y mitocondrias
respectivamente (@&NAS Y WEINER, 1985a).

Ademas, se ha obtenidpie lacianamida inducéos niveles de la concentracion de
AcH en la sangrélespués de ladministracion de etanol (McHNER Y TOTTMAR, 19763;
1978; DEITRICH Y OTROS 1976; BRIEN Y OTROS 1978; 1980a; €EbERBAUM, 1981; BIROTA Y
OTROS 1982b; SOWELL Y OTROS 1984; GRMICHAEL Y OTROS 1987), el pretratamiento con
AT inhibe casi completamentse aumento de AcH en sangi@ embargo, el ATpor si
mismo no tiene ningun efecto en los niveles de AcH en sangre cuando se compara con los
controles (EMASTER Y OTROS 1985).

Por otra parte, se hacomprobado que en animales alimentados con dietas que
contienen cianamida se obtienea inhibicion de laactividad de laALDH y como
consecuencia de esto se producen modificaciones en el metabdéb®oH y en los
niveles de AcH durante la oxidacion del etanohgWHNER Y TOTTMAR, 19764, b; INDROS
Y OTROS 1975).

En la comparacion de la cianamida con otros inhibidores de la ALDIRG{MER Y
ToTTMAR, 1978; 1983), como son el 1-aminociclopropanol, el disulfirAncjateamida, se
ha obtenido que las tres sustancias disminuyentikdad de [2ALDH mitocondrial de
baja Kmin vivo, pero existen direfencias entre ellos en cuanto ddsisnecesarias para
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gue ejerzan esta inhibicién. Los estudios en los que se la ha comparado con la coprina ha
arrojado resultados similaresHisTrRoM Y TOTTMAR, 1982).

Por otra parte, como ya sementd,solo la admiistracion i.p. deianamida a ratas
produjo,in vivo, una inhibicion de lactividad de la alta Km, mientragie in vitro, los
resultados somotalmente diferentes, d®rma que laactividad de la alta km no fue
afectada por la cianamida pero si fue inhilpda el 1-aminociclopropanol y el disulfiran.

Sin embargo, las tres sustancias comparten la generacion de una inhibicion irreversible de
la actividad del enzima (MkCHNER Y TOTTMAR, 1976Db; ZITRICH Y OTROS 1976).

Ademas)os resultadosambién indicamque lacianamida, administradap. aratas,
por si misma no tiene ningun efecto hepatotoxicoa(iR, 1987).

También se ha obtenidpe,aunque lacianamida inhibe tanto IALDH hepatica
como la cerebral (ELLsTROM Y TOTTMAR, 1982) existen diferencias entre la inhibicion que
la cianamida ejerce sobre la accion dal®H hepética y la cerebral @DrRICH Y OTROS
1976; MARCHNER YTOTTMAR, 1978). En este sentidms datosn vivo (DEITRICH Y OTROS
1976) ponen de maigkto que aunque con ningudasis se obtieneina inhibicion
completa, la inibicién de la ALDH fepatica es mayaque la obtenida para la ALDH
cerebral.

Asi, lamaxima inhibicion hepaticaon 100mg/kg decianamidafue alrededor del
97%, mientras que la cerebral fue para la dos0@ang/kg, produciendo una inhibicién
del 37%.

Datos posteriores (MCHNER Y TOTTMAR, 1978) indican unanayor inhibicién con
dosis menores de cianamida (5 mg/kg), y aunquaasdiene la diferencia entre el efecto
de la mismadosis en fgado (85% de inkbicion) y cerebro(40% de inkbicion), las
diferencias encontradas por estos autores &rgngorcentajes hepaticos y cerebrales son
menores, 60% para la ALDH hepatica y 40% para la ALDH cerebral.

En cuanto atursotemporallos datos indican que féxima inhibicion(95-98%)
se di6 dos horas después de la administracion de cianamida (50 mg/kg), existiavido
cierto grado de inhibicion a las 48 horagIfRICH Y OTROS 1976; MARCHNER Y TOTTMAR,
1978).

Asi, el conjunto ddos datos pone de mifiesto la capacidad de la cianamida para
actuar como un eficaz inhibidor tanto de la ALDH hepatica como de la cerebral.
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4.1.5.- Reaccion etanol-cianamida (REC).

Como se ha comentado en el apartadkerior, la cianamida, mediante laibbion
gue produce sobre lactividad de [aALDH mitocondrial debaja Km (MARCHNER Y
ToTTMAR, 1976b),elevalos niveles de AcH ersangre (BIEN Y OTROS 1978; 3RBE Y
OTROS 1982; EMASTER, 1983) tras la ingesta de etanol. En relaciéon con lestaambios
conductuales que se producen trasntaraccién entre el etanol y la cianamida han
recibido el nombre de Reaccién etanol-cianamida (REC), sidwautilizada comobase
para la terapia del alcoholismo.

En este sentido, en 1996erguson planted latilizacion de la cianamida como
alternativa al whulfiran en eltratamiento del alcoholismo ygue la reaccién que se
producia eranas rapida (AMSTRONG 1957; EITRICH Y OTROS 1976; BRIEN Y OTROS
1985), de menor duracion RMsTRONG 1957; BRIEN YOTROS 1978; 1985) yademas, los
efectos secundarios de la cianamida eran también meneresrgdng 1957).

Asi, los efectos secundarios observados para tteetahientocon disulfiran como
fatiga, impotencia, erupciones cutaneas, entre otros, no estaban presentes tras el tratamiento
con CC. Ademaés las dosis necesarias para cada una de lastaimdgéa eran diferentes
(MAaRrconi Y oTROS 1960), ya que para el disulfiran se administrai@h mg mientras que
para la cianamida la prescripcion era de 100 ney§ARoNG 1957).

En otro de losestudios, realizado para comparar las reacciones de dnulgzs al
alcohol (Marconi ¥ oTrRos 1960), el tratramiento consistia en la administracion de
disulfiran durante 20ids (0.5 g/kg), otros 20 con salina y 20 més coilanamida (50
mg/kg) o un tratamiento de 20 diesn cianamida,otros 20 con salina y 20 mas con
disulfiran, los datos obtenidos artir de la presiomrterial y el pulsoindicarianque no
existen diferencias significativas entre ldses drogas. Sinembargo,los sintomas
circulatorios, la cianosis y el frio en laxtremidades, entretros sintomas,fueron
menores tras dratamientocon CC. Posteriormente, se ha informado de que algunos
sintomas, como el nivel maximo de la concentracién de AcH en sangre, las palpitaciones y
la sequedad de la boca, entre otros, son mas severos tras el tratamiento & YP
OTROS 1983).

De este modo, los sintomas mas frecuentes que stedpnésiel tratamiento con
la CC sonenrojecimiento corporal, palpitaciones, disnea, mareédigo, desmayos,
taquicardia, entre otros,que aunque n@on severos skon suficientes para que las
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personas dejen de beber alcohoh@bni Yy oTROs 1960; @LLINS Y BROWN, 1960; BrRIEN
Y OTROS 1978; RACHEY Y OTROS 1980).

En otro de los estudiariciales (@LLINS Y BRowN, 1960) seevaluaronos efectos
de la administracion de la CC (100 mg) solaambinada,una hora después, con
diferentesdosis deetanol en bmbres y mujeres alcohdlicos. Observandose, tras la
interaccion, la respuesta flieshing palpitaciones, nausea, vomitos y dolor de cabeza, entre
otros. Mientras que la CC solaogocaba una serie de efectos como mareos o vértigos
gue no eran severos.

Estos signos y sintomas de la R&@piezan 13ninutos después de ilateraccion,
logrando sumaximaexpresion a los 3minutos, empezando gileclive apartir de ese
momento. Sin embargo, hay evidencia de que aun estan presentes a los 45 minutos.

En cuanto a la eficacia terapéutica de la CC, se ha realizado algun estuidar (W
Sims, 1971)determinad@or datos que indican que en algunos sujetos no disminuye el
deseo por ingerir alcohol aunque estén tomando cianamida. Para ello se tomé una muestra
de hombres con adicion alcohol,que expresaron su deseodgticipar con ladea de
gue los efectos de la interaccion les hicieran desistir de ingerir alcohol posteriormente. Los
sujetos ingerian cada mafiana, durante fessl80 mg de CGntes del test coetanol, y
se les tomaban medidas depleesionsanguinea y debulso antes ydespués de la
exposicion al etanolLos resultadosindicaron la presencia déushing y vomitos
(PEACHEY Y OTROS 19814, b). Ademas, el estudio se completd con el pase del Inventario de
Personalidad (EPI) de Eysenck y Eysenck (1964), para determinar que no eran diferencias
en personalidad lo que hacia decir a los sujetos que estaban o no convencidos de no seguir
ingiriendo etanol a causa de los efectos de la interaccion entre etanol y carbimida de calcio.

Estudios posteriores han confirmado el conjunto de efectos que se producen tras la
interaccion entre cianamida y etanol. En este sentido, seolitanido resultados que
muestran aumentos de AcH en sangre tras la ingesttantal ersujetos pretratados con
CC (BrRIEN Y OTROS 1980a; BacHEY Y oTrROS 1981la, b, ¢, d, €) a urdosis de CC
equivalente a 50 mgara un hombre de 70 kg de peso, que edofas clinicamente
recomendada €AcHEY Y oTros 1980; 1981bd), otros efectos han sido, palpitaciones,
falta de aliento y calor facial. Estos datos se han obtenido en sujetos alcohdliensy (B
OoTROS 1978; 1980b; BACHEY Y OTROS 1981a, b, d, €) y esujetos no alcohdlicos
(PeacHEY Y oTROS 1980; 1983).
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Por otra parte, a partir des datos obtenidos en algunos de los estugializados
(PeacHEY Y oTROS 1980; 1981c) se podria trazar un esbozo de alguno de los prerrequisitos
guedeberian tendos sujetoparaser sometidos a utmatamientocon CC.Entre estos
cabria destacar la ausencia de enfermedades cardiovasculares, hepaticas o renales
(PeEacHEY Y oTROS 1981c). Estas conclusiones se han extraido a partir de la medida de los
niveles de etanol y AcH en sangre, asi como g@edsidnsanguinea, entr@tros (RACHEY
Yy oTROS 1980). Ademas, habria que tener en cuenta la amplia variabilidad individual que se
observa en las respuestas provocadas por la REEN(BoTrRog 1978; 1979; BACHEY Y
OTROS 1980; 1981b, e) debidas probablemente existencia de unaariabilidad en la
inhibicién de la ALDH por la CC qupuede explicar l@ariabilidad entrealcohdlicos en
los niveles de AcH en sangre durant&&accion Acetaldehido-Cianami(RAC) (BRIEN
Y OTROS 1978; RACHEY Y SELLERS, 1981).

En relacién con dratamiento de la REC, @jual que seexpusopara la reaccion
generada por la interaccion entre el disulfirdn gtahol, ed-MP también se ha utilizado
como herramienta farmacoldgicar¢®/eLL Y oTros 1980; KupARI Y oTROS 1981; 1983;
HiLLBom Y OoTROS 1983; ACOBSEN YOTROS 1988; 4COBSEN Y MACMARTIN, 1996) que
moderardos efectos producidos en el organism@atir de la interaccién entre CC y
etanol.

Los resultados obtenidos ponen de ifiesto que el4-MP (5, 7 o 10mg/kg)
bloguea la acumulacién de AcH inducida tras la ingesktai®l, revirtienddos cambios
producidos por la mencionada acumulacién como es la disminucion de la presiah
la resistencia vascular o el aumento en los latidos del coragénriK oTROS 1983).

Ademas, también se habtenido que tras la coadministracion danamida (25
mg/kg) junto con 4-MP (10 mg/kg), esta dosis de cianamida inhibe en un 80% a la ALDH
y genera una acumulacion importante de AcH en sangre tras la ingesta de etaros (L
Y StoweLL, 1982), la LI}, del etanol fue dé.5 g/kg,frente a la obtenida pamanamida
sola que es de 5.9 g/kg d&@nol ydespuégiel 4-MP solo, 6.7 g/kg. Apartir deestos
datos se ve que 4tMP disminuye la mortalidad eratas, provocadseguramentgor el
aumento de AcH mediado por la administracién de cianamida, y también se observa que el
4-MP por si mism@arece incrementar la mortalidad temprana de las ratas a la toxicidad
provocada por el etanol.

Otra de las sustanciasilizadas ($SoweLL Y oTROS 1986)para el tratamiento de la
REC y la RED ha sido ldifenilhidramina, un antihistaminicadministrado 2 tras
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después de la CC (50 mg/kg)dps horasantes del etandl0.2 g/kg). Los resultados
obtenidos indicaron un aumento rapido en la concentracion de AcH en sangre tanto para el
grupo placebo como para @rupo tratado con antihiaminico. Sin embargo, aunque
durantelos dostratamientos se dierolos sintomas tipicos de IREC, con flushing
moderado, aumentos en las pulsacionesensaciones de desagratis sintomas mas
severos de la REC, como la hipotension y los cambios en el EEG, no se produjeron.

Como se havisto la interaccién entre cianamida y etanol genera serie de
respuestasisioldgicas, la REC (BrcHEY Y oTROS 19814, b) y la RAC (BEN Y OTROS
1978; RAcHEY Y SELLERS, 1981) quepermiten y promocionan elso deesa sustancia
como farmaco para el tratamiento del alcoholisi®m embargo, a continuacion se
presentan una serie de efectos que se podrian denominar paraddjicos teniendo en cuenta la
utilizacion de la cianamida como droga prescrita en el tratamiento del alcoholismo.

4.1.6.- Efectos paraddjicos.

Como ya se ha mostrado, tras la administracion conjunta de alguno de los
inhibidores de la ALDH, como disulfiran@anamida, y langesta destanol, se producen
incrementos elos niveles de AcH en sangr§&in embargo algunos sujetos alcohdlicos
informaron de su capacidad paeguir tomando pequefas cantidadestdeol durante
varias horas y, eventualmente beber con impunidad yéogedectos no eran aversivos y
no disminuia su deseo de beber.

Para estudiar este fenébmeno se realizaron una semstddios de dobleiego
(PeacHEY Y oTROS 1981ab). En elprimer estudio (BacHEY Y OTROS 1981a) los sujetos
ingieren etanol(0.15 g/kg) 13.5, 14.5 y 15.5 horas despuékl pretratamiento con
disulfiran (3.5mg/kg), CC (0.7 mg/kg) oplacebo.Los resultadosndicaron que los
niveles medios de etanol en sangre son los mismos para los tres episteingaletanto
para disulfirin como pai@C, sin embargdos niveles de AcH emsangre disminuyeron
tras cada uno de los episodios de bebida en el siguiente orden tras la ingadta wea
de las bebidas detanol: 0.225, 0.0710.033 pg/ml para las bebidas 1, 2 y 3
respectivamente para la cianamida y para disulfiran, los valores fueron: 0.3980 (2285,
ug/ml respectivamente. También se obtdiushing periférico vasculaque disminuyé
durante las sucesivas REC y se mmamconstante durante I&ED. A partir de esto, se
podria sugerir que con ingesapetidalas REC resultantes disminuyen progresivamente
en intensidad, hecho que no se observa para las RED.
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En el segundo estudiogkCHEY Y 0TROS 1981b) el protocolo de ingesta fue similar
pero se variaron los intervalos temporales espisodios déebida(12 y 36 horas). Los
resultados indicaron quanto la CC como el disulfirgprodujeron reaccionesimilares,
en relacion con cambios en la presion sanguinea, enrojecimiento facial, y un incremento en
los niveles de etanol y AcH en sangre. Pero los efectos provocados bajo estas condiciones
experimentales, no fueron lo suficientemente severos como para desalentar el consumo de
alcohol posterior de los sujetos. Los ta&ws afectivos y la incidencia de palpitaciones
fueron mayores durante la REC.

Estos datos han sideeplicados (PacHEY Y oTros 1981d) sugiriendo que la
inhibicién de la ALDH por la CC disminuye por la ingestidn repetida de etanol, ya que los
efectos de una segunda dosis de etanol en sujetos pretratados con rG@kf).que es
la dosisequivalente a la clinicamentecomendada) produce efectosn#igativamente
menos intensos que los obtenidos con el primer episodio de bebida.

Las implicaciones clinicas de los datos son obvias, ya que demuestran que la ingesta
repetida de dosis bajas de etanol provocara una disminuciés efectos de [&REC, de
forma que un alcohdlico sera capaz de beber excesivamente con impunidad.

4.1.7.- Estudios conductuales.

Los estudiogonductuales realizados conclanamida harmrrojado tambiérdatos
contradictorios (AT v oTros 1976; 1980). Pobtra parte, aunque se havaluado la
accion de la cianamida en diferentes conductas gamnejemplo, la actividad locootora
(Spivak Y oTROS 1987b) 0 el CAS (8vak Y oTROS 1987a), la mayoria destudios han
centrado su interés sobre la conducta de ingesta de etamol Y®TROS 1979; S\CLAR
Y OTROS 1980; AT Y OTROS 1980; [AMBOEUF Y DESAINT BLANQUAT, 1980; S\NCLAIR Y
LINDROS, 1981; S\NCLAIR Y GRIBBLE, 1985; ®CARANSKY Y OTROS 1985; ®IVAK Y AMIT,
1987; ARAGON Y OTROS 1993).

Como ya se ha presentadoteriormente, abrigen deluso de lacianamida como
drogautilizada en el tratamiento del alcoholismo ésidado en logfectos toxicos que
provoca la acumulacion de AcH en sangre, tras la ingestiétadel, (AGARWAL Y OTROS
1984; Tu ElsrAEL, 1995)generadaor la inhbicion de laactividad de I2ALDH mediada
por la accion de la cianamidadKy TeNeN, 1970; IETRICH Y OTROS 1976; RED Y OTROS
1976).
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En este sentido y en relaciéon con la ingestalcshol, se habtenido (8iCLAIR Y
oTros 1980) que lacianamida(200 mg/ kg de comidakuprime la libreeleccion del
consumo deetanol,tanto en acceso continuo como en altei®im embargo, en este
paradigma de libre eleccién se haltenido resultadospuestos (AT Y oTros 1976;
1980) a losanteriores ya que 25 mg/kg danamidai.p. no tuvieron influencigobre el
consumo de etanol. Aunque si se dio go@resion de langesta de etanol en ratas
tratadas diariamente con Tempo$5 mg/kg) queenian unacceso continuo a agua y a
etanol (AT Y oTrROS, 1980).

Por otraparte, la utilizacion de un paradigmaateeso restringido frenteusmo de
acceso libre también se ha utilizado en la evaluacion de los efectos de la cianamida sobre la
ingesta de etanol, dgacarina-quinina y de aguleos resultadosndicaron que en los
animales de sacarina-quinina no modificé la preferencia, pezonslmo deetanol fue
suprimido con urdecremento concomitante en la preferepoa el etanol (ARAGON Y
oTrOS 1993).Estos resultados indican queclanamidapuede tener un efectspecifico
sobre la ingsta de etanol cuandms animales tienen una disponibilidad é¢anol
continua.

El tratamiento crénicaon etanol en ratas y feosteriorinteraccion corcianamida
también indico una supresion en la ingesta de alqmiola ciamamida.Asi, el tratamiento
de libre eleccién a ratadurante 9 semanas, entre etanol y agua y el tratamiento durante
una semana codanamida(25 mg/kg i.p.), puso demanifiesto una disminucion de la
ingesta espontanea deanol, alrededor de un 35%, al mismo tiempo que causaba
alteraciones metabdlicas como la inhibicion de la ALDH y dmtalasa (kmeoeEUF Y DE
SAINT BLANQUAT, 1980).

En otro experimento, en djue seevalud si lapresencia de alcohol y la ruta de
administracion de cianamida afectaba a la ingesttat®l, utilizandodosis smilares de
cianamida (8IcLAIR Y GRiBBLE, 1985), se obtuvo urgupresion de langesta de etanol en
ratas sometidas a umatamientosubcronico en el que se administraban inyecciones
subcutaneas (s.c.) dganamida(10 mg/kg) 3veces aldia durante 4dias, durante el
tratamiento a ratague tenianlibre eleccion entre etanol y agsm estar deprivadas de
etanol y,sin embargo, provocd un incremento significativo en la seleqoasterior de
etanol en ratas tratadas con la cianamida durante la deprivacion de etanol.

Puede observarse que la presenciew@@ol fue importante para determinar los
efectos de la cianamid@si, si el alcoholestaba presente al mismo tiempo que la
cianamida disminuia el consumo de alcohol temporalmente reducido mientras la cianamida
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fue administradaSin embargo, sicuando lacianamida era inyectad@olo estaban
presentes la comida y el agua, se daba un incrementacenseimo posterior de alcohol.
Ademas, la ruta de administracion de la cianamida psexdambién importante ygue el
incremento significativasolo fueencontrado con inyecciones denamida yaque los
resultados obtenidos en legperimentos etos que lacianamida estfpresente en la
comida de los animales son inconcluyentes.

Por otra parte, la importancia de tata de administracion de la cianamida ghia
sido puesta de manif® indicando su influencia en el incremento dehsumo de
alcohol (RITCHER Y OTROS 19834, b; €TCHER YMYERS, 1987).

En este sentido, la administracion s.c. de cianamida (10 o 15 mg/kegadssal dia
durante tres digsrovoca un aumento en la ingestaatanol,que se rantuvoincluso 6
semanas después del tratamiento con cianamilec(Er YMYERS, 1987).

El conjunto de los resultados obtenidos pone de manifiesto que los datos referidos a
la accion de la cianamida en la ingesta de ewmotontradictorios, aunque quip&drian
ser explicadospor las diferencias entrdos protocolosexperimentales utilizados. Sin
embargo,los problemas con laianamidasiguen existiendo ya que otro conjunto de
resultados (INDROS Y SINCLAIR, 1979; SNCLAIRY OTROS 1980; SNCLAIR Y LINDROS, 1981;
Seivak Y AmIT, 1987; $IVAK Y oTROS 19874, b) indican que rseria elexceso de AcH
periférico el responsable de dapresion de langesta de etanol ¢&LAIR Y LINDROS
1981), las modificaciones en la actividad locomotora tras el tratamiento con et (S
Y OTROS 1987Db) 0 el CAS inducido por etanob(B«K Y OTROS, 1987a).

Estos autores sugieren que la supresion dagksiapor parte de la cianamida no
dependeria de la acumulacion periféricaddel, yaque estasupresion salaba también
cuando la acumulacion periférica de AcH era prevenida con un inhibidor de la ADH, el 4-
MP (LINDROS YSINCLAIR, 1979; SNCLAIR Y LINDROS, 1981; SNCLAIR Y OTROS, 1980) lo que
sugiere que laianamida afecta s conductas inducidas petanol por alguna accién
relacionada con la inhibicién directa de la ALRErebralpor parte de la cianamida. Esta
sugerencia es apoyada por ilagestigacionesobre el consumwoluntario de alcohol en
ratas (MIR, 1978a; BICLAIR Y LINDROS, 1981; $CARANSKY Y OTROS 1984).

En relacion con esto, se batenido que la administracion desisbajas de4-MP
producen una inhibicién parcial del metabolismo del etanol Igpgdga permitique casi
todo el AcH producido por el etanol fuera metabolizado dentroigdidyeliminando asi
la acumulacién de AcH en sangrenfhros, 1975).
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Otras expliaciones para un posible mecanismo de las acciones dan&mida
puede venir de los resultados obtenidos que indican gui@nmida reduce la liberacion
de NE en el cerebro fibros Y oTrOs 1981b).

Ademas, si el enzima catalasa, al ejercer ddiader en la bioactivacion de la
cianamida, es también ibiido por la cianamida,esto sepodria traducir ergque no se
obtenga AcH central en la misma proporcion gimeesa inliicion lo cual supondria que
no existiria una concentraciéon suficiente de AcH papmoducir los efectos
psicofarmacolégicos de forma que los animales no beberian alcohol.

También, en relacion con la conducta de ingesta, se han utilizado diferentes cepas de
ratas (8icLAR Y LiNDROS 1981) estas fueroalimentadas con undieta que contenia
cianamida (200 g/kg de comida) y los resultaglosvamente mastran que esta sustancia
supone una supresion de ifmestavoluntaria de etanol ematas incluso aunque la
acumulacion téxica de AcH sea prevenida por la administracion de 4-MBragaéadido
a los fluidos, alcohol y agua, lo que suponia una ingesta diaria de 7-9 mg/kg en ratas Long
Evans y de 8-11 mg/kg en ratas AA'y ANA.

El 4-MP fue administrado durante 10 dias y se comparfremresultados de los
diez dias anteriores al tratamiewotm 4-MP , losdel tratamiento yos 10 posteriores sin
tratamiento. Obteniendo que la ingesta de alcohol no era afectada significativaonesite
tratamiento con 4-MP.

Se ha demostrado que incluso xaga concentracion dé-MP (0.4 mM) en una
dieta liquidaque contenga etanol redusmnificativamentelos niveles de AcH como
consecuencia de la ingesta de esa dietagbs Y oTROS 1979).

En otro experimento (§&LAR Y LINDROS, 1981) seutilizaron ratas de la cepa ANA
gque tienen un bajoonsumo destanol y que desarrollamveles elevados de Actias el
consumo de etanol fixkssoN 1973). Se pretratd a estas ratas con cianamida para suprimir
su ingesta de etanolin embargo, los bajos niveles de AcHobtenidos con la
administracion de 4-MP no suponen un aumento en la ingesta de alcohol.

Estos resultados podrian indicar que la acumulacion de AcH probablemente no es el

factor limitante de la ingesta de alcohol y no seriaesponsable de la supresion de la
ingesta de alcohol por la cianamida.
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Ademads, aunque la actividad deAlaDH fue practicamente la misma paragelipo
de cianamida y para grupo decianamida y4-MP, ambos tuvieron sigficativamente
actividades menores que el grupo control.

El pretratamiento con cianamida en la dieta a ratas de la cepac@iNanterioridad
al acceso continuado a etanol y agua. Las tres semanas posteriores fueron de exposicion a
un acceso forzoso a etanol o a etandtMP. Los resultados obtenidoxlicaron que en
ninguna de las condiciones experimentales el 4-MP aument6 el conswaicohud, ni en
consumo forzoso ni en consumo voluntario.

En otro experimento, ratas AA, fueron divididas en grupos en funciéon de su ingesta
de etanol, uno de estgsupos fue sometido a uratamientocon 4-MP. Trasesto se les
aplicd un procedimiento de acumulacion de AcH, para ello cada animal del grupo control o
del grupo tratado con cianamida, era intubado con 1.5 g/ketpdel, mientragjue los del
grupo de cy y 4-MP, fueron tratados con etanol al 10% (v/v) y 1ImM de 4-MP.

Las muestras de sangre égduo fueron recogidasl,5 toras después. Los
resultados obtenidos indican queclanamidasuprime rapidamente la ingesta y que la
adicién de 4-MP nelimina lasupresion ya que el consumo elanol para ebrupo
tratado con cianamida 4-MP fue practicamente el mismgue el obtenido para gtupo
gue solo fuetratado con cianamid&in embargo, e4-MP previno completamente la
acumulacion de AcH durante el metabolismo del etanol. Ademas, las actividades de ALDH
para elgrupo de solocianamida y para efrupo de cianamida y4-MP fueron
practicamente las mismas, y ambaerontambién menoregue laactividad de IaALDH
del grupo control.

En otroexperimento, s@rolongé eltratamiento combinado de cianamidayMP
durante 2 semanaSin embargo, el aumento enpriodo deratamientocon 4-MP no
modificé la supresién en la ingesta de etanol inducida por la cianamida.

Ademas, se haomprobado que laianamida no generana inflexibilidad en la
conducta de beber ya que la retirada del tratamiento genera una recuperksdnivetes

de ingesta de etanol tres dias después de retirar el tratamiento con cianamida.

También se ha comprobado, en rataslagecepas AA y LongEvans, que la
administracion concurrente de cianamidat-MP suprime la ingesta pero en menor
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proporcién que en el grupo tratado solo c@mamidasin embargojas diferenciagntre
ambos no fueron significativas.

Del mismo nodo, los datos sobre lactividad de I&ALDH cerebral indicaron una
mayor reduccién para grupotratadosolo concianamida mediante la utilizacién de un
grupo control que n@stuvo en contacto con etanol. Para daltosanimalesfueron
pretratados con cianamida y 4-MP para determinar que el efectdwiélen laaccion de
la cianamidasobre la ALDH noera dependiente de la presencia de etanol o del AcH
derivado de este.

Los resultadosndicaron pardos tres grupos unalta correlacion positiva entre
ingesta de etanol y actividad deAaDH (r=0.825). Lamayor fue para eyrupo de
cianamida y4-MP (r=0.845), y la menor para grupo de solacianamida(r=0.266), el
grupo control obtuvo una correlacion de 0.356.

En este conjunto de experimentos pueglseque losniveles elevados de AcH en
sangre no son dhctor limitante de la ingsta de etanol ya que 4MP claramente
previene la acumulacién de AcHurante el metabolismo del etanoliniros 1975;
SINCLARR Y LINDROS, 1981; ®ivak ¥ AmiT, 1987). Asi, la inhbicién producidapor la
cianamida aument#os niveles de AcH y diminuye la ingesta de etanapn la
administracién de 4-MP disminuyen Ioweles de AcH pero no se da un aumento en la
ingesta.Por lotanto, la inkbicion de la ingesta de etarwbr cianamida no se debe a la
acumulacion de AcH periférico.

Sin embargo, se ha obtenido que el 4-MP por si mismo puede suprimir la ingesta de
etanol (30 mg/kg i.p.) en dias alternos. Administrado una hora antes del etanol disminuye
el consumo posterior detanol (@QrRrR Y oTROS 1980). Aunque selantea que la
explicacibn mas probable paesos resultados egyue el4-MP reduzca la capacidad
metabdlica para eliminar etanol tarmjoe paraos animales fue imposible mantener los
altos niveles de ingesta de etanol.

Asi, aunque la acumulacion de AcH nonegsesaria para Bupresion inducida por
la cianamida, los niveles de supresién para el tratamiento combinado de ciandnhitia y
fueron algo menores que los de la cianamida sola Ipogigasugerir que eAcH podria
intensificar la supresion.

En definitiva, lasupresién de lingesta de etangdor la cianamida parecser un
resultado de su accion inhibitoria directa sobre la actividad de la ALDH cerebratidasta

230



Fase Il: Efecto de la administracion de cianamida y de la interaccion de cianamida y 4-MP

es apoyada por los resultados que indican que el consumo de alcohol tiene una correlaciéon
mayor con laactividad de |aALDH en el cerebro que con lactividad de laALDH
hepatica (AR, 1977; 1978a, b).

En este sentido, trabajgsosteriores (8cARANSKY Y OTROS 1984; 1985) han
estudiado el papel de la ALDH cerebral en la ingesta voluntaria de etanol en ratas.

Asi, serealiz6 unestudio (SCARANSKY Y OTROS 1984) para determinar la relacion
entreconsumovoluntario de etanol y actividad deAdDH en tres cepas de ratas. Los
resultados indicaron que ni la cantidad de alcohol consupaidoadauna de ellas ni los
niveles de actividad de BRLDH de losanimales tratados con etariflerian entresi. Por
otra parte, los niveles amnsumo de alcohol correlacionanmejor con laactividad de la
ALDH cerebral que con la capacidad deAl2DH hepatica para metabolizaldehido.
Ademas, adiferencia de la ALDH cerebral, los niveles en el higadofueron
significativamente mayores para los animales que consumen etanol frente a los controles.

También, se demuestra, ademgge las diferencias en ALDlderebral no son
producidas por la ing#a dealcohol, sino queson carateristicas genéticas previas que
podrian determinar la ingesta de etaAgl, los resultados deste experimento confirman
los obtenidosanteriormentepor otros autores sugiriendo unglacion directa entre la
actividad de la ALDH cerebral y ebnsumo destanol (Avir, 1977; 1978; AR Y STERN,
1978; SNCLAIR Y LINDROS, 1979).

En relacién con lanterior,los datos obtenidos artir delos analisis bioquimicos
(SocarRANskY Y OTROS 1985; ®Iivak Y Amit, 1987) sobre lasdiferentes formas
subcelulares de la ALDIderebral, mitocondrial, miosomal y citosolicapbtenidos con
ratas Long Evans también ponen de manifiesto la presencia de altas correlaciones entre las
fracciones de ALDH mitocondrial de baja Km, la microsomal y la ingesta de etanol.

Posteriormente, también en relacion con la ingesta de etéiod, autores @vak Y
AmiT, 1987) hannvestigado el posible papéél AcH ylos enzimas que lanetabolizan
utilizando varias manipulaciones enzimatichss manipulacionesniplicaban a la
cianamida (25 mg/kg) y al 4-MP (10 mg/kg) y el interés estaba centrado en determinar el
papel del AcH periférico y centralobre lamencionada ingesta mediargpisodios de
bebida bouty.

Los resultados indican que lasnimales pretratados cocianamida (grupos:
salina+cianamida y 4-MP+cianamida) consumieron gatidad de alcohol. Lo que
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indicaria la implicaciéon de la ALDH ya que A&tH, en elgrupotratado con 4-MPestaria
disminuido y, sin embargo, también se observan aumentos en la iBgtstaresultados
ademassugieren que la ALDHcerebral puede tener un papel en la regulacion del
consumo deetanol, por ejemplo, regulando losniveles centrales de AcH I{8LAIR Y
LINDROS, 1981; $IvAK Y AmiT, 1987).

Ademas, se determindé la importancia farmacolégicddet mediante la evaluacion
de la actividad locomotora eatas (8ivak Y AmiT, 1987). Los resultadasdicaron una
disminucién de la misma en gtupo obteniendo que esta fue disminuida ergreipo
tratado solo con cianamida, aunque los niveles de ingesta fueron compalablds s
demas grupos.

Estoindicariaque lacianamida provocana acumulacién periférica de AcH que se
traduce en una disminucién de la actividad locomotpra,no se debelas efectos de la
cianamidaper seya que en el gruptratado corcianamida y4-MP también se hubiera
observado alguna alteracion de esta actividad.

Estos datos apoyan los obtenidos @t y otros (1986)afirmando que ebout
tiene significacion farmacoldgicAdemas,los datos indican upapel pardos enzimas
gue metabolizan etanol a nivel central en la regulacion de la ingesta de etanol mediante la
regulacion de los niveles de AcH en el cerebro.

También se ha planteado la mediacion dAL®H cerebral enotras conductas
inducidas por el alcoholomo son laactividad loconotora ($ivak Y oTRos 1987b) vy el
CAS (Svak Yy oTrRos 1987a). Paradeterminar esta mediacion se haalido de
manipulaciones enzimaticas mediante la cianamga,inhibe 12ALDH, y el 4-MP, que
inhibe a IaADH y disminuye losnivelesperiféricos de AcHras la ingesta detanol en
animales pretratados con cianamida.

Los datos obtenidos en @limer estudio (8vak Yy otros 1987b) indican que la
actividad locomotora de ratas pretratadasa@anamida (salina-cianamida o cianamida-4-
MP) esta disminuidssobre todopara lasdosis menores detanol (0.4,0.8 g/kg). De
nuevolos resultados no pueden deberse aclamulacién de Achbor la accion de la
cianamida yajue en el grupgretratado co-MP est4 eliminada. Lgque es comun a
estos dos grupos es la iinikién de la ALDH por parte de la cianamid&iddemas, los
andlisis bioguimicos indican qumlo &iste acumulacion de AcH elos animales del
grupo salina-cianamida(25 mg/kg). Sin embargo, los resultados obtenidos son
inconsistentes con lodel experimento anterior #5Ak v Amit, 1987) en el que los
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animales pretratados cearanamidasola demostraron depresién locomotora tras ingesta
de etanol mediante el procedimientolo®lit Las discrepancias entre este estudio y el de
ingesta podrian deberse a la diferencia en el procedimiento experimental.

Como se ha expuesto, taediacion de I2ALDH también se ha evaluagmra el
CAS inducidopor etanol en ratas mediant@a manipulacidoenzimatica similar a la del
experimento anterior €8/AK Y oTROS 1987a), se obtiene que en los grupatados con
cianamida se dana reduccion de la ingesta de sacarina tras el condicionamiento. Y, al
igual que en el caso anterior, este resultado no merdexplcadopor laacumulaciéon de
AcH periférico. Siendo lo comin a ambos grupos la inhibicion dactigidad de la
ALDH cerebral por la accion de la cianamida.

En este trabajo se ha obtenido tamhiéa potenciacidmediadapor la cianamida
del CAS inducido por etanol —grupos salina-cianamida y cianamida-4-MRjoaifamas
baja (0.4 g/kg) y una atenuacion del CAS a la dosis mas alta (1.2 g/kg).

Asi, losresultados indican que AtH y la ALDH cerebral pueden contribuir a las
propiedades del CAS inducido por etanol. Ademas, la alteracionAdrDl cerebral por
la cianamidapuede haber potenciado las propiedades farmacoldgicas delosia
subumbral de etanol. Esta sugerencia se apoyi®sedatos obtenidos con humanos
pretratados con cianamida o disulfiran y tratados con Hafgis deetanol que informan
de aumento en el humor y en la euforia comparadodososujetos controles que no
informaron de esos efectos tras las mismas dosis de etanaiB oTrRos 1983).

A modo de resumen, como se ha visto Eilgo de la exposicion, la manipulacion
enzimatica del metabolismo del etanol mediante la alteracitrs @mzimas implicados en
su oxidacion, podria permitir afirmar 1solo laexistencia de un metabolismo central del
etanol sinadtambién, ymas importante stabe,determinar si es el AcH ekésponsable de
los efectos psicofarmacoldgicos del etanol.

Asi, el planteamiento de que las diferentes acciones del etamehseediadas por
los sistemasenzimaticos implicados en su metabolisrieya a larealizacion de los
experimentos que componentiéima parte de estéesis Doctoral. Para ello otra de las
sustancias empleadas en este estudio ha sido la cianamida, que como se ha expuesto es un
inhibidor de la ALDH mitocondrial épéatica de baja Km @dLsTROM Y TOTTMAR, 1982;
Loowmis YBRIEN, 1983a; BRIEN Y OTROS 1985). Este compuesto balo analizado teniendo
en cuenta su doble efecto inhibitorio ya que, porpante, intbe al isoenzima daLDH,
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la ALDH, (MARCHNER Y TOTTMAR, 1976; 1978; 1983; ®BeN Y oTROS 1985) vy, porotra,
inhibe al enzima catalasagMASTER Y OTROS 1986; ARAGON Y OTROS 1991¢).

De este modo, se concluye la fasgerimental que compone edtasis Doctoral,
mediante elso deuna sustancia que combina la inhibicion de ambos enzimasst&n
sentido, en un primer momento se utilizé el AT como inhibidor irreversiblerd&ina
catalasa, esegundolugar, el DDTC fue la sustancia que actu6é como inhibidor de la
ALDH, y, en ultimo lugar, se emplea la cianamida como compuesto que inhibe a tanto a la
catalasa como a la ALDHinitocondrial de baja Km. De esta forma se abarca todanta
metabdlica del etanol (ver los esquemas recogidos en el apéndice).

Estos experimentos y los resultados obtenidos se presentan a continuacion.

4.2.- Experimentos.
4.2.1.- Experimento n° 11.

El efecto dediferentes dosis de cianamida sobre la actividad locomotora
espontanea y la inducida por etanol en ratones.

Objetivos.

Con este experimento se prentendéaibrir dos objetivos.Por una parte, el efecto
gue diferentes dosis de cianamida pudieran tener sobre la actividad locomotora espontanea
de los ratones en urampo abierto ypor otra, se determind el efectpue este mismo
abanico dalosistendriasobre laactividad loconotora inducidgor la administracién de
una dosis aguda (2.4 g/kg) de etanol en ratones, siendo esta medida en un campo abierto.
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Por ello, en este primer experimento se recoge el estudio de la respuebsses die
la cianamidasobre laactividadlocomotora espontanea y la inducidar ratones en un
campo abierto.

Hipdtesis.
Las hipotesis para este experimento fueron las siguientes:

1- La cianamida, #as dosis empleadas, no ejercepdr si misma ningun efecto
sobre la actividad locomotora de los animales tratados con solucién salina.

2- La administracion de cianamidaroducira una inhibicion de lactividad
locomotora inducida por etanol que sera dependiente de la dosis de cianamida utilizada.

Procedimiento experimental.

Parallevar a cabo el presente estudio se utlizaron 64 ratones macho con las
caracteristicas descritas anteriormente en el apartado de materiales y método.

Los animales fueron asignadosaleatoriamente auno de los dosgrupos,
experimental o control, que integran el experimento. Se establecieron rauekes en
cada uno de los grupos de forma que cada uno de ellos contaba con 8 animales por nivel.
El pretratamiento de los animales consistio en la administracién aguda, via i.p., de las
dosis de cianamida analizadas dependiendo de que pertenecieran a uno u otro nivel.

Las dosis utilizadas de cianamida fueron las siguientes:

- 0 mg/kg.

- 12.5 mg/kg.
- 25 mg/kg.

- 50 mg/kg.

El volumen de inyecciopara ladosis Omg/kg decianamida se obtuvo calculando
una cantidad de salina equivalente a la dosis 25 mg/kg de cianamida.

En cuanto a las dosis utilizadas, el rango empleado se calculé a partitodés lde
25 mg/kg. Como se presensinteriormente, estdosis ha sidcampliamente utilizada
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(AmIT Y OTROS1976; DEITRICH Y OTROS 1976; MARCHNER Y TOTTMAR, 1978; HLLBOM Y
OTROS 1983; SIvak Y AmIT, 1987; BIVAK Y OTROS, 19874, b) en diferentestudios en los
que se ha estudiado la ingestaetiol, la actividad lammotora o el CAS inducidos por
etanol, entre otros.

Las dosis de 12.5 y 50ng/kg son elresultado de una progresi@eométrica
realizada a partir de la dosis de 25 mg/kg.

El protocolo temporal que se siguio en este primer experimento fue el siguiente.Tras
una primera inyeccion deianamida vy trascurrida hora y ndé, los animales
pertenecientes &s dos gruposexperimental y controlfueron inyectados con una
solucién salina. Media hordespués destetratamientolos animales eran inyectados
nuevamentegon solucién salinéos pertenecientes ajrupo control y con undosis de
etanol (2.4 g/kg) los que formaban parte del grupo experimental.

Este protocolo temporal se establecié a partilodesstudios sobre iiidicion de la
ALDH por parte de lacianamida, erestos se habtenido que etursotemporal de la
inhibicion de la actividad de la ALDH indica una inhibicidvdxima alas dos horas de la
administracion de la cianamida gERICH Y OTROS 1976; MARCHNER Y TOTTMAR, 1978;
BRIEN Y oTROS 1985). En funcion de esto sealizaron estudios preliminarepara
determinar la secuencia de administracién deslagancias restantes; a partir de los
resultados obtenidos, se administrd la solucién salina 1.5 horas despuégmaaniéda y
el etanol dos horas después de la primera inyeccion.

La inyeccion correspondiente a la administracion de salingeaiga como un
control para experimentos posteriores, en los queleamtnhbidores de la ADHcomo
herramienta farmacoldgica, como medioed#ar que ese protocolo en la administracion

de las sustancias fuera una variable contaminante en la interpretacion de los resultados.

Tras la administracion de etarlos animalesfueron situadosnmediatamente en el
aparato de campo abierto para su evaluacién conductual.

Resultados.

En la figura 11 podemos observar los dos efectos evaluados. Ruarteael efecto
gue las diferentedosis decianamida tienesobre laactividad locomotor&spontanea de
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los ratones y, pootra, la accion deste inhibidorsobre laactividad locomotora inducida
por una inyeccion aguda de etanol (2.4 g/kg).

El andlisis de los datos obtenidos se realiz6 mediante una prudNOIA de los
grupos implicados en el experimento.

Asi, los aspectosinalizados fueron el factdBRUPO vy elfactor DOSIS como
factores entre sujetos. El factor grupo constaba deideles,por unaparte,los animales
tratados con etanol por otra, los animales tratados caolucion salina. Mientras que el
factor dosis presentaba cuatroiveles, uno porcadauna de lasdosis decianamida
utilizadas (0, 12.5, 25, 50 mg/kQ).

Este andlisis indico diferenciasestadisticamente significativas para la
INTERACCION (grupo x dosis), y para uno de los factores, el efecto DOSIS.
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Los valores de F obtenidos fueron los siguientes:

Dosis F (3,56)=9.610 p < 0.000
Grupo F (1,56)=1.713 p <0.196
Interaccion F (3,56)=10.604 p < 0.000

En la figura 11 se puede observar que en los animales pertenecientes al grupo tratado
con solucion salina no se obtuvieron diferencias significativas, esto indica que la cianamida
administrada a ratones no tiene por si misma un efecto sobre la actividad locomotora

espontanea de los ratones a ninguna de las dosis utilizadas.

Posteriormente se analizd la interaccion entre los dos factores mediante la prueba
estadistica LSD de Fisher. Los resultados indicaron diferencias para la dosis 0 mg/kg de

cianamida.

Los datos obtenidos respecto a las posibles diferencias estadisticas entre las dosis del
inhibidor en su interaccion con el etanol se realizd una prueba post hoc LSD de Fisher,
encontrando diferencias entre la dosis 0 mg/kg de cianamida y las dosis restantes de esta

misma sustancia (12.5, 25 y 50 mg/kg).

Los resultados recogidos en la figura 11, también parecen indicar que el efecto que
ejerce la cianamida sobre la actividad locomotora inducida por el etanol es dependiente de la
dosis de inhibidor administrada, aumentando la inhibicién de la conducta a medida que

aumenta la dosis de inhibidor.
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Fig. 11: Efecto de diferentes dosis de cianamida sobre la actividad locomotora inducida por etanol. Los
ratones fueron pretratados i.p. con cianamida (0, 12.5, 25, 50 mg/kg) dos horas antes del tratamiento con
etanol (2.4 g/kg).
Los datos representan las medias y los errores estandar (**p< 0.01 para las diferencias entre los grupos
cianamida-salina y cianamida-etanol; ##p< 0.01 para las diferencia entre el grupo salina-etanol y el grupo
cianamida-etanol).
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Discusion.

En este experimento se ha estudiado el efecto que pudieran desarrollar diferentes
dosis de cianamida (0, 12.5, 25 y 50 mgA&ogpre laactividad locomotora&spontanea, al
mismo tiempo se havaluado el efecto destas dosis sobre &ctividad locomotora de
ratones inducida por etanol en un campo abierto.

Como se haiisto los resultados indan que lacianamida aninguna de laslosis
utilizadas afecta la actividad locomotora espontanea de los ratones. Ya que logasélisis
hoc no mostraron diferencias endatividad laomotora ddos ratones a ninguna de las
dosisutilizadas de cianamida lps animales pretratados con salina y tratados con una
dosis O0mg/kg de cianamidaEstos resultados son congruentes los estuglies han
mostrado que la cianamida i.p. no es hepatotoxica por si misaagRL987).

Por otra parte, los resultados obtenidos en el grupsperimentalponen de
manifiesto que lacianamida también ejerce un efedtdhibitorio sobre laactividad
locomotora inducida por etanol en un campo abierto. En este sentido, puede observarse en
la figura 11 que la cianamida, en todas las dosis utilizadas (12.5, 25 y 50 m@gkgga
una depresion de la actividad motora inducida por etanol en un campo abierto.

Las pruebas posteriori mostraron diferenciasntre laactividad delos animales
pretratados con ldosis O0mg/kg decianamida y2.4 g/kg deetanol, ylos animales
pretratados con cualquiera de tssis utilizadas de cianamidgque son posteriormente
tratados con etanol.

Estos resultados samherentes colos obtenidosanteriormentgor otros autores
(SPivak Y oTROS 1987b) referidos a lalteracion de la actividad locomotora inducida por
etanol en ratas pretratadas con cianamida. diist@acion locomotora, al iguglie ocurre
con otras conductas inducidas petanol, puede ser atibuida al aumento en la
concentracion de AcH periféricoiflboros Y sToweLL, 1982; HLLBom Y oTROS 1983), tras
la administracion deetanol, medo por la accion que lecianamida ejercesobre la
actividad de la ALDH, provocando la inhibicion de la actividad de este enziemari(® v
OTROS 1976; MARCHNER Y TOTTMAR, 1978; lamBOEUF Y DE SAINT BLANQUAT, 1980;
NAGASAWA Y OTROS 1986). Sinembargootros autores (ScLAIR Y LINDROS, 1981, 1984,
Spivak Y AmIT, 1987; $IVAK Y OTROS, 19874, b) han planteado un punto de \afiernativo
al de que la toxicidad provocada por el aumentioemniveles de AcH esangre sean los
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responsables de la alteracion de las conductas inducidas por etagste Bantido, se ha
propuesto quéanto la catalasa como KLDH cerebralesson los sistemasngimaticos
gue median en las alteraciones observadas.

A partir delos resultados obtenidos pedria afirmamue lacianamida das dosis
utilizadas en este experimento ejerce un efagtagonistaobre laactividad locormtora
medida en un campo abierto inducida por etanol en ratones.

4.2.2.- Experimento n° 12.

Efecto de la administracibn aguda de cianamida sobre laactividad
locomotora inducida por distintas dosis de etanol en ratones.

Objetivos.

El presente experimentiene dos objetivos.Uno estariaorientado a determinar la
respuesta de dosikel etanol en un campo abierto yoélo se dentaria a determinar el
efecto de la administracion aguda de una dosis de cianamida (25 suikeg)laactividad
locomotora inducida por un amplio rangodissis deetanol (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2,g4kg)
en ratones.

Hipétesis.

Las hipotesis de este experimento son las siguientes:

1- La administracion de etanol a ratones tendra una accion bifdice su
locomocion. De forma que se obtendra noeva en laque lasdosisbajas impliquen un

aumento de la actividad locomotora y las altas una supresién de la misma.

2- El pretratamiento comianamidaproducira un efecto antagonistobre la
actividad locomotora que el etanol produce en ratones.
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Procedimiento experimental.

Para ello se utilizaron 96 ratonemcho,que fueron adscritosleatoriamente a uno
de los dos grupos presentes en el exymto. Asi, 48 animales pawon a conformar el
grupo experimental yotros 48 el grupaontrol; a su vez, cadano de los grupos, se
subdividia en 8 animales por dosis de etanol y grupo.

La metodologiague se llevd a cabo fue la siguienteas animales delgrupo
experimentafueron pretratados de forma aguda con una inyedq. decianamida, a
unadosis de 25ng/kg, una hora ymediadespués desta eran pretratadosievamente
con una inyeccion de salina. Transcurrida media hora tras este pretratamiento, los animales
fueron tratados con las diferentdssis deetanol (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, d/kg).
Inmediatamente después de agtiana inyeccionfueron situados en eparato de campo
abierto durante 20 minutos de logalessolo losdiez dltimosminutos fuerorevaluados
para la medida de la actividad locomotora.

Por su parte, los animales pertenecientes al grupo control recibieron inyecciones i.p.
de salina como pretratamientaon los mismosintervalos temporalesdescritos
anteriormente y como tratamienfioeron inyectados con las distintdssis de enol,
siguiendo también el protocolo temporal anterior. Del mismo modo, fueron situados en el
campo abierto para sposterior evaluacion inmediatamentdespués de lalltima
inyeccion.

En losintervalos entre inyecciondss animales eramuevamentalepositados en
sus jaulas.

La dosis de cianamida (25 mg/kg) utilizada en este experimento fue seleccionada en
funcion de estudios previos que la han utilizado con finalidades diferpategemplo en
la determinacion de la inhibicién de la ALDH hepética o cerebatgiaH Y otros 1976;
MARCHNER Y TOTTMAR, 1978; LNDROS Y STOwELL, 1982), para comparar su accién con la
de otros inhibidores de la ALDH (McHNER Y TOTTMAR, 1978), en leevaluacion de la
toxicidad que genera el aumento MeH, tras la ingesta detanol, provocadgor la
inhibicién sobre laactividad de I2ALDH (HiLLBom Y oTros 1983), en el andlisis de su
accion en la conducta de ingesta de etaneif(AoTros, 1976, 1980; SCLAIR Y GRIBBLE,
1985; ARAGON Y OTROS 1993) 0 en los estudios con sujetos humanegENBr OTROS
1979) entre otros.
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La determinacion de los intervalos temporales se elaboraron a partir de los datos que
indicaban que la cianamida ejercia su maxima inhibeaire laactividad de |2ALDH a
las dos horas de su administraciogifRICH Y OTROS 1976; MARCHNER Y TOTTMAR, 1978;
PEACHEY Y SELLERS, 1981; BRIEN Y OTROS 1985)confirmada posteriormenteor los datos
obtenidos a nivel conductual éms que elintervalo entre administracion déanamida,
tratamientocon etanol y medidposterior de laactividad locomotordueron también de
dos horas (8vAkK Y oTROS, 1987Dh).

Resultados.
En la figura 12 se presenta el efecto que el pretratamientgianaamida o con
salina tiene sobre la actividad locomotora inducida por el etanol. Asi como el efecto que las
diferentes dosis de etanol tienen sobre la mencionada actividad.
Para determinar gxistiaalgun efectceestadisticamente significativo, se realizé una
prueba deANOVA parados factoes, el factolGRUPO €ianamida o salina) y el factor

DOSIS (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4 g/lkg de etanol).

Este andlisis mostr6 unefecto estadisticamente significativo para la
INTERACCION (grupo x dosis) asi como para los dos factores, GRUPO y DOSIS.

Los valores obtenidos para la F fueron los siguientes:

Dosis F 6,84)= 8.481 p <0.000
Grupo F (1,84)= 23.058 p < 0.000
Interaccion F5%,84)= 6.535 p < 0.000

Los resultados obtenidos en las pruedbgmsterioride Fisher que sealizaron a
continuacion indicaron que el etanol produce enclvidad locomotora de ratones una
respuesta bifasica de excitacion y depresion.
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Las dosis que presentan diferencias significativas son:

-0y 1.6 g/kg de etanol.
-0y 2.4 g/kg de etanol.

- 0y 4 g/kg de etanol.

- 0.8y 2.4 g/kg de etanol.
- 0.8 y 4 g/kg de etanol.
-1.6y 2.4 g/kg de etanol.
- 1.6 y 4 g/kg de etanol.

- 2.4y 3.2 g/lkg de etanol.
- 2.4y 4 g/kg de etanol.

A partir deestos resultados gmdria afirmarque el etanokjerce un efectalosis
dependientesobre laacitividadlocomotora en ratones medida en un campo abiasip.
dosis intermedias 1.6 y 2.4 g/kg deetanol) provocan un aumento de datividad
locomotora, mientras que dosis mas altas (3.2 y 4 g/lkg de etanol) provocan es&depr
de la misma, incluso por debajo de los niveles de los animales salina (0 g/kg de etanol).

Por otra parte, los resultados referidogralpo experimentalyecogidostambién en
la figura 12, ponen de manifiesto que la cianamida, en su interaccion con el etanol, produce
una disminucion de lactividad locomotora inducidgpor etanol en el campabierto,
ejerciendo urgrado de depresion qlleva a la obtencion dana actividadque es para
algunas de laglosis deetanol (4 g/kg) significativamentemenor que laactividad
locomotora espontanea dies animales, legando incluso a la pérdiddel reflejo de
enderezamiento o narcosis.

Los efectos de esta interaccion indican quedaamida ejercana depresion en la
actividad locomotora, en ratones, inducida por etanol en un campo abierto.

Las pruebaa posterioriLSD de Fisher para determinaregistencia de diferencias
estadisticamente significativas en la interaccion elise dos grupos pusieron de
manifiesto que se dan diferencias para las siguientes dosis: 1.6, 2.4y 3.2 g/kg de etanol.

En resumen, y a partir des resultados obtenidos en etperimento, se podria
afirmar que, por unaparte, el etanol ejeragna accion bifasica de atarion y depresion,
sobre laactividad loconotora en ratones por otra, que lacianamida das dosis de 25
mg/kg anula la accion ejercida por el etanol.
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Fig. 12: Efecto de la administracién de cianamida o salina sobre la actividad locomotora inducida por
etanol. Los ratones (n=8) fueron pretratados i.p. con cianamida (25 mg/kg) o salina dos horas antes del
tratamiento con diferentes dosis de etanol (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4 g/kg).

Los datos representan las medias y los errores estandar (**p< 0.01; *p< 0.05 para las diferencias
entre los grupos salina-etanol y cianamida-etanol; ##p< 0.01; #p< 0.05 para las diferencias entre los
grupos salina-salina y salina-etanol; Ttp< 0.01; fp< 0.05 para las diferencias entre los grupos
cianamida-salina y cianamida-etanol).
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Discusion.

Como se ha comentado anteriormente, a partir del conjunesdiéados obtenidos,
se podria afirmar que el etanol ejerce un efecto bifasico acdtilédad locomotora que
induce en ratones en un campo abierto.

Este efecto bifasico se traduce en un aumento detilédad adosismoderadas de
etanol (1.6 y 2.4 g/kg) y una disminucion de la misma cuanddokisadministradas de
etanol son elevadas (3.2 y 4 g/kg).

Por otra parte, también se ha visto que la adstracion de cianamidé25 mg/kg)
provoca, en su interaccién con el etanol, un efecto inhibitorio sohotivlad locorotora
inducida por el etanol a diferentes dosis.

Como ya se expuso laministracion de cianamidaor simisma no ejercaingun
efecto nocivo en arganismo (KaNs, 1987).Tampoco se observan efectos aversivos si
esta sustancia es administratispués o dante el cuso temporal de la oxidacion del
etanol (MARCHNER YTOTTMAR, 1978). Sin embargo, los efectos que provodeatmiento
con cianamida, eranimales (MRCHNER Y TOTTMAR, 1978,1983; Q\RMICHAEL Y OTROS
1987; Rxkans Y oTrROs 1990) o en humanos BN Y oTros 1979, 1980a; EACHEY Y
oTROS 1980, 1981c; KrARI Y OTROS 1981; SoweLL Y oTrROs 1980, 1984) cuando es
administrada antes del etarsun toxicos, generando incluso, ufEC. Estareaccion
parece estar provocada por la accién inhibitoria que la cianajeidasobre laactividad
de la ALDH mitocondrial ddévaja Km (DEITRICH Y OTROS 1976; MARCHNER Y TOTTMAR,
1978,1983; LNDROS Y STOwWELL, 1982; loomis Y BRIEN, 1983a, b; NGASAWA Y OTROS
1990).

Asi, el pretratamiento cortianamida genera una inhibicion de este isozima de
manera que cuando posteriormente se admirgiirel, a spetos humanos o animales,
se produce, en la periferia del organismo, un aumento en la concentracion deréscH (B
Y OTROS§ 1978; MARCHNER Y TOTTMAR, 1978; Hbover Y BrIEN, 1980) en sangre que
produce una serie de respuestas en el organismosauea basepara la terapia
farmacoldgica del alcoholismo tson, 1977a; RIEN Y OTROS 1979; BACHEY Y SHELLERS,
1981).
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Por otra parte, y al igual que ocurria éms experimentos etos que se utilizo el
DDTC, como planteamiento tedrico frentéoa efectos que produce la administracion de
cianamida, se puede suponer la inhibicién daectavidad de la ALDHgexplicacion que va
en la linea de lo obtenido en trabajos anteriores i@nteo (MARCHNER Y TOTTMAR, 1978;
1983; HboVER YBRIEN, 1981; [EITRICH Y OTROS 1976; SIROTA Y OTROS 1985) comain
vitro (CeDERBAUM Y DICKER, 1981; @DERBAUM, 1981; SANAS Y WEINER, 19854, b).

Sin embargo, en relacion a que la acumulacion periférica de AcH sea vanialie
responsable de la inhibicion conductual dedavidad loomotora inducida por elastol,
las posturas tedricas discrepan. Asi, mientras que para UARSHWMR Y TOTTMAR, 1978,
1983; RACHEY Y OTROS 1980, 1981c, 1983;dbVER YBRIEN, 1981)seria el aumento en la
concentracion de AcH en sangre, pati@s (SNCLAIR Y LINDROS, 1981; $Ivak Y AMIT,
1987; $IvAK Y OTROS 19874, b) la explicacion pasaria necesarianpmmtdaimplicacion
de la ALDH cerebral.

En este sentiddps resultados obtenidos arecen indicar una inhibicion de la
actividad de I2ALDH por parte de la cianamida. Esta accién inhibitoria puede producir
una acumulacion toxica de AcH en la periferia alganismo quempida la expesion
conductual de la induccion locomotora provocada por el etanol.

La determinacion de la mediacion de un sistema enzimatico caonopeiesto de la
ALDH cerebral (8icLArR Y LiNDROS, 1981) o de latoxicidad provocadapor la
acumulacion de AcH @AcHEY Y oTrRos 1980, 1981c, 1983) esangre son lparte central
del experimento que se presenta a continuacion.

4.2.3.- Experimento n° 13.

Efecto de la interaccidon de la cianamida y el 4-metilpirazol (4-MP) sobre la
actividad locomotora inducida por etanol.

Objetivos.
Este experimento se realizdn el objetivo de determinar la posiliieplicacion de

la ALDH cerebral en la mediacion dégunas de las conductas inducidas ganol, en
este caso, la actividad locomotora de ratones en un campo abierto.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos erpelrimento anterior, se planted
gue dado que lacaion del etanol fue inhibida a nivel @xpresionconductual, debido
probablemente a la acumulacién periférica AtgH, provocadapor la accion de la
cianamida sobre la ALDH, en el presente experimento se realizé una manipulacién en esa
concentracion periférica de AcH mediante el pretratamiemo4-MP, un inhibidor de la
ADH (THEORELL Y OTROS 1969).

Hipétesis.

En funcion de lo anterior, se plantearon las siguientes hipotesis:

1- La accion del-MP provocaria un enlentecimiento en dantidad de AcH
obtenido en la oxidacion del etanol, de forma que si el aumento, generado por la inhibicion
de la actividad de la ALDH, mediante la accion de la cianamida, en la concentracion de
AcH periférico esta enlentecidesto supondra lposibilidad de observar la accién del
etanol sobre la conducta locomotora.

2- En funcion de laanterior, y teniendo en cuenta que la accion inhibitoria de la
cianamida se produce targobre laactividad de la catalasa coraobre laactividad de la
ALDH, se careciadatos que permitiesen predecir la conducta posterior, aunque se
esperaba que, dado que la acadodhre la ALDH sola quejerce eDDTC (experimento
n° 9) supone una induccion dealetividad l@omotora inducidgor etanol, en el caso del
presente experimento #tividad fuiera menor y quiza mayor que la observada para los
animales del grupo salina-etanol, ya que aunque la catdtadainhibida al estarlo
también la ALDH,los niveles de AcH central serian mayores que en el caso del grupo
control.

Procedimiento experimental.

Para el experimento se utilizaron 96 ratones macho qaeeorfuasignados
aleatoriamente a los grupos experimental y control, cada uno de ellos estaba compuesto de
48 animales. Estos fueron awer distribuidos encada uno ddos seisniveles de que
constabacada uno ddos grupos, ddorma que finalmente cadavel contaba con 8
animales.

Los animales pertenecientes al grupo experimergalbian un pretratamiento
integrado por una inyeccion i.p. de cianamida, a la dosis de 25 mg/kg y, unarhedéy

248



Fase Il: Efecto de la administracion de cianamida y de la interaccion de cianamida y 4-MP

después, otra inyeccion aguda de 4-MP, a dosis de 10 mg/kg. Bratamiento se
administrd media horadespués deesta Ultima inyeccion y estaba formagor las
diferentes dosis de etanol (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4 g/kQ).

Inmediatamentelespuéslel tratamientaon etanol,los ratones fuerosituados, de
forma individual, en el aparato de campo abierto para el registro, en la ponebatual,
de su actividad locomotora.

Los animales pertenecientes al grupo control recibieron como pretratamiento la
combinacion de una inyeccién i.p. de salina y una horaeglia despuésrecibian la
inyeccion de 4-MP. Media hora mésde, sdes aplicaba el tratamiento integragor la
administracion de etanol a diferentssis (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4/kg). Traseste, sin
ninguna mediacion temporal, se situlaanimales en el campo abierto parpaterior
registro de la actividad locomotora de los ratones.

En losintervalos entre inyecciondgs animales eran mwamentesituados en sus
jaulas.

Resultados.

Los resultados obtenidos se estran en la figurd3. Enesta, se pede observar,
por unaparte, la accién ded-MP en suinteraccion con el etanalobre elefecto que
produce este Ultimo en la actividamtdmotora ypor otra, el efecto de la accidén conjunta
de los dosinhibidores, cianamida ¥-MP, sobre laactividad locomotora inducida por
etanol en un campo abierto.

El andlisis matematico de los datos se realizé mediante una pruAbEDYA para
dos factores, el factor grupo y el factiwsis. El primeraestaba formadpor dosniveles
(salina-4-MP-etanol y cianamida-4-MP-etanol) ysegundo por seisiveles, referido
cada uno de ellos a una de las dosis de etanol administradas (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4 g/kg).

Los resultados que sderivan de la prba indican un efectestadisticamente
significativo para el factor DOSIS.
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Los valores obtenidos de F fueron los siguientes:

Dosis F (5,84) = 12.442 p <0.000
Grupo F (1,84) =0.220 p < 0.640
Interaccion F (5,84) = 1.017 p<0.413

Los resultados obtenidos en los analisis a posteriori, mediante la LSD de Fisher,
indicaron que el etanol produce una respuesta bifasica sobre la actividad locomotora en

ratones tanto en el grupo experimental como en el grupo control.

Las dosis del grupo experimental que presentaron diferencias significativas fueron:

-0y 2.4 g/kg de etanol.
- 0.8y 2.4 g/kg de etanol.
- 1.6 y 4 g/kg de etanol.
- 2.4y 3.2 g/kg de etanol.
- 2.4y 4 g/kg de etanol.
- 3.2y 4 g/kg de etanol.

Las significaciones estadisticas para el grupo control se dieron para las siguientes

dosis:

-0y 1.6 g/kg de etanol.
-0y 2.4 g/kg de etanol.
- 0.8 y 1.6 g/kg de etanol.
- 0.8y 2.4 g/kg de etanol.
- 1.6 y 3.2 g/kg de etanol.
- 1.6 y 4 g/kg de etanol.
- 2.4y 3.2 g/kg de etanol.
- 2.4y 4 g/kg de etanol.

Como se recoge en la figura 13, el etanol genera en ambos grupos una curva bifasica

con una parte de excitacion producida por dosis medias (1.6 y 2.4 g/kg) y otra de depresion
producida por dosis elevadas (3.2 y 4 g/kg).
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Por otra parte y dado quks resultados obtenidgsara F no indican valores
significativos ni para el efecto grupo ni para la interaccion emtguna de laslosis
utilizadas para el grupo experimental y control, se podria afirmar que las curvas obtenidas,
para los dos grupos, son, desde un puntogia &stadistico, similares, y aunque la curva
obtenida para el grupo experimental presenta valores mayoaesivittad locomotora no
se dan diferencias estadisticamente significativas.
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Fig. 13: Efecto de la administracion conjunta de cianamida y 4-MP o salina sobre la actividad locomotora
inducida por etanol. Los ratones (n=8) fueron pretratados i.p. con cianamida (25 mg/kg) o salina dos horas
antes del tratamiento con diferentes dosis de etanol (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4 g/kg).

Los datos representan las medias y los errores estandar (##p< 0.01 para las diferencias entre los grupos
salina-salina y salina-etanol; tTtp< 0.01 para las diferencias entre los grupos cianamida-4-MP-salina y
cianamida-4-MP-etanol).
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Discusion.

En este experimento se realizé estudio de la interaccion farmacologieatre
inhibidoresdel metabolismo del etanol y esta misma sustancia. El planteamiento que
subyace a esta interaccion es que la administraciérsudi&ancias quealteren la
concentracion de AcH en el organismo puede servir como medio de determinar la funcién
de la ALDH cerebral en las conductas inducidas por etanol siendo en esteactismléal
locomotora la conducta analizada.

En este sentido, la administracion inhibidores d&lU®H, como el disulfiran
(DeITRICH Y ERWIN, 1971) 0 la cianamida @D'RICH Y OTROS 1976; MARCHNER Y TOTTMAR,
1978; EDErBAUM, 1981; ARBE Y OTROS 1982; HLLSTROM Y TOTTMAR, 1982; BRIEN Y
OTROS 1985), en animales @RICH Y OTROS 1976; BRIEN Y OTROS 1978; SIROTA Y OTROS
1982b; SoweLL Y OTROS 1984; YouRrick Y FAMAN, 1989) y humanos (MRCONI Y OTROS
1960; @LLINS Y BROWN, 1960; BRIEN Y 0TROS 1978; 1980a; FACHEY Y OTROS 1980,1983)
gueson tratados pastiormente coretanol, @nera un aumento de la concentracion de
AcH en el organismgue, como se ha visto, &xica (BRIEN Y OTROS 1978; RACHEY Y
OTROS 1980; KuPARIY OTROS 1983; Krson, 1991; MDAN Y FaivaN, 1994b,1995). Esta
toxicidad podria impedir laexpresion conductual de la induccion producpa la
administracion del etanol.

Asi, la adminigtaciéon de4-MP que produce una inhibicion denzima ADH
(THEORELL Y OTROS 1969), enzimague media la oxidacién del etanol en el higado
(PeTERSEN YOTROS 1983),reducirialos niveles de AcH en el oagpismo (INDROS, 1975;
SALASPURO Y OTROS 1977; UNDROS Y SNCLAIR, 1979; SNCLAIR Y OTROS 1980; $NCLAIR Y
Linbros, 1981). Estareduccion enlos niveles toxicos de AcH en la periferia del
organismo no se corresponderia con una reduamaétral dado que la ADH anivel
central tiene una mediacion minireabre elmetabolismo del etanolRASKIN Y SOKOLOFF,

1970; 1972; @ vy otros 1989) por lo queexistiria a nivel centraluna mayor
concentracion de AcH que se podria traducir en un aumento de la induccién generada por
la administracion de etanol.

En este sentido, la utilizacién del 4-MP en este experimento aunque, pamenasi
parece habeproducido unenlentecimiento en la oxidacion del etanol medipdo la
ADH, prueba de ello es la obtencion de woava bifasica en cuanto ks efectos del
etanol en el gipo experimental quénabiasido pretratado cortianamida,por otra, y a
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diferencia de los datos obtenidos en el experimento n° 9 para el DDTC, su administracion
no ha supuesto un aumento eraddividad lecomotora inducidgor etanol respecto al
grupo pretratado con salina.

Esta diferencia en los resultados obtenioladriaser atribuida a ladoble accién de
la cianamida yaue esta sustancia, a diferenciaoti®s inhibidores de la ALDHomo
disulfiran (ToTTMAR Y HELLSTROM, 1983; YouRricK Y FaMAN, 1989; BTERSEN 1992; N Y
OTROS 1994),DDTC (DertricH Y ERwWIN, 1971; YouricK Y Faivan, 1989) vy nitrefazol
(KoDA Y OTROS 1984; S0KAS Y OTROS 1985; DHRzANO Y HERRERA 1990a, b; ¥RBANCK,
1995) entre otros, ejerce su efecto s0lo sobre la ALDH (BITRICH Y OTROS 1976;
CebperBAuM, 1981; 3RBE Y OTROS 1982; loomis Y BRIEN, 1983a) sindambiénsobre el
enzima catalasa {8oTA Y oTROs 1982a; [EMASTER Y OTROS 1982, 1988; ARAGON Y
oTROS 1991c). Este hecho implicaria un efecto diferencial entre la accion de la cianamida y
el DDTC sobre el metabolismo del etanol.

Asi, los datoobtenidos indican que l@anamida ejerce su maxima accgobre la
ALDH dos horas después de sdnanistracion (BITRICH Y OTROS 1976; MARCHNER Y
TOTTMAR, 1978) y que para ejercese efecto debe primeser bioactivada (EBMASTER Y
OoTROS 1982, 1983,1984; $ROTA Y OTROS 1982a; 1996; EDERBAUM Y DICKER, 1985;
SvaNAs Y WEINER, 1985a) a ummetabolito activo (S4ROTA Y oTrROs 1987a, b;1996;
NAGASAWA Y OTROS 1990).

El enzimaencargado de mediar eb@activacion de la cianamida es la catalasa
(DEMASTER Y OTROS 1984,1985; SANAS Y WEINER, 1985a; EDERBAUM Y DICKER, 1985)
y, ademas, se sabe quesprcer su accidérobre lacianamida, la catalasa gsibida por
esta misma sustancia a la que estfvando (RITRICH Y OTROS 1976; Loomis Y BRIEN,
1983a).

Por otra parte, el intervalotemporal en el que l@ianamida ejerce su accion
inhibitoria sobre laactividad de la catalasa es de 24akpdandose lmaxima inhibicion
del enzimauna hora después de nainistracion de la cianamida €MASTER Y OTROS
1986) de forma que el intervalo de tiempo (2 horas) en el que se desarrolla la medida de la
actividad locomotora en gbresente experimento se encuentra cercano rmdkma
inhibicion de la actividad de la catalasa, hecho este que explicaria los resultados obtenidos.

Ademas,estos resultados son congruentes los obtenidos por otros autores
(ARAGON Y OTROS 19854, b, 1989;M8TH Y OTROS 1985; ESCARABAJAL Y OTROS 1999) que
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han informado de que el empleo iddibidores de lecatalasa com@or ejemplo, AT,
mediante su acciésobre laactividad de la catalasagmera una accion antagonistbre
diferentes efectos GON Y oTROS 1985a, b; 8ITH Y oTROS 1985), entrdlos que se
encontraria la actividad lomotora inducidapor etanol (ARAGON Y oTROs 1989;
ESCARABAJAL Y OTROS 1999).

En este sentiddps datosobtenidos, tomados eronjunto, sugeren laimplicacion,
por unaparte, de I2ALDH y de la catalasa cerebrdirente a la explicacion de que la
acumulacioén periférica de AcH es el aspecto que detetosrefectos psicomotores del
etanol y,por otra, del acetaldehidoomo metabolito aito que mediaria algnos de los
efectos psicofarmacolégicos inducidos por etanol.

4.2.4.- Experimento n° 14.

Efecto de la irteraccion del 4-metilpirazol (4-MP) con diferentes dosis de
cianamida sobre la actividad locomotora espontanea y landucida por una
inyeccion aguda de etanol en ratones.

Objetivos.

Los objetivos que se siguen con estperimentcson similares a los recogidos en
el experimento n° 10 realizado corDEDTC. Enese sentido, se plantedos olpetivos,
por una parte, y teniendo en cuenta los datos del experimento anterior (n° 13), se estudia el
efecto de la interaccion détMP (10 mg/kg)con variasdosis decianamida (012.5, 25,
50 mg/kg) y, porotra, determinar si la interacciébn enteenbos inhibidoresnodifica
significativamente la actividad locomotora inducida por etanol (2.4 g/kg).

Hipétesis.
Las hipétesis planteadas son:
1- La administracién conjunta deMP y diferentesdosis decianamida no ejercera
ningunefecto significativosobre laactividad loomotora espontanea ties ratones en el

campo abierto.

2- La mencionada administraci@upondra cambios en Ectividad locortora
inducida por una dosis aguda de etanol.
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Procedimiento experimental.

Para larealizacién de este experimento se utilizaroraifhales, ddos cuales 32
formaron el grupeexperimental ylos 32 restantemtegraron el gipo control. Cada uno
de los gruposontaba con cuatroiveles,uno porcadauna de lasdosis deinhibidor
analizadas, estando compuesto cada uno de los niveles por 8 ratones.

En cuanto al protocolo experimental, los animales dey@experimental recibieron
un pretratamiento consistente en la administracion deriamida adiferentesdosis (0,
12.5, 25, 50 mg/kg) y una horanyediadespuésran inyectados cof-MP (10 mg/kg),
transcurrida media hora desde esa administracion sglleaba el tratamientque estaba
integrado por una inyeccién aguda de etanol (2.4 g/kg).

Inmediatamentadespuéseran situados en elparato de campo abierto para su
posterior evaluacién conductual.

Por su parte, los animales deligo catrol recibieron el mismo pretratamiento que
los del gupo experimental mientras que dtatamiento estaba formadpor la
administracion de una inyeccién de solucién salina.

Durante losntervalos temporales entre inyeccio@s animales erarsituados en
sus jaulas.

Resultados.

En la figura 14 se recogdos resultados obtenidos este experimentqor una
parte, la actividad locootora delos ratones sometidos adetratamiento cogianamida y
4-MP vy, porotra, la actividadocomotora inducidgor etanol en ratones pretratados con
estas dos sustancias.

El andlisis estadistico realizado fue AINOVA de dosfactores entre sujetosstos
factores fueron elGRUPO vy las DOSIS. Elfactor gupo presentabados niveles,
cianamida-4-MP-salina y cianamida-4-MP-etanol. Mientras que el fabtsis lo
formaban cuatro niveles, uno por cada dosis de cianamida (0, 12.5, 25, 50 mg/kg).

Los datos obtenidos emste analisis indicaron un efectestadisticamente
significativo para el factor GRUPO.
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Los valores de F que se obtuvieron fueron los siguientes:

Grupo F (1,56) = 26.409 p < 0.000
Dosis F (3,56) = 0.446 p<0.721
Interaccion F (3,56) = 0.377 p<0.770

Como se recoge en el cuaanaterior, no se obtuvieron diferencias significativas ni
para el efecto dosis ni para el efecto de interaccion entre los dos factores.

En la figura 14 se puede observar que los datos obtenidosamintades del gipo
control muestran que la interaccion de la cianamida en cualquiera de las dosis utilizadas (O,
12.5, 25, 50 mg/kg) con kosis de 10 mg/kg de 4-MP mgerceningun efectosobre la
actividad locomotora espontanea de los animales en el campo abierto.

Por otra parte, los resultados de los an&ligisterioripara el gupo experimental
indicaron también una ausencia de diferencias significativas entre las difesitedel
inhibidor en su interaccion con el 4-MP.

Asi, los datos, tomados en conjunto, indican, por una parte, que la administracion del
4-MP no ejerce un efecto significativo en su interaccidon el pretratamiento con
diferentesdosis decianamida aspectobtenido tanto para elrgpo experimental como
para el gupo control y, porotra, que solo se obtienediferencias estadisticamente
significativas para el efecto grupo, de forma go® se logra uefecto de pertenencia a
uno de los grupos tras la posterior administracion de etanol.
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Fig. 14: Efecto de la administracion conjunta de diferentes dosis de cianamida y 4-MP sobre
la actividad locomotora inducida por etanol. Los ratones (n=8) fueron pretratados i.p. con
cianamida (0, 12.5, 25, 50 mg/kg) dos horas antes del tratamiento con etanol (2.4 g/kg).

Los datos representan las medias y los errores estandar (**p< 0.01; *p< 0.05 para las
diferencias entre los grupos DDTC-4-MP-etanol y DDTC-4-MP-salina).
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Discusion.

La capacidad de la cianamida para inhibir [&DA ha sido demostrada
anteriormente tantm vivo (DeITRICH Y OTROS 1976; AT Y OTROS 1976; MARCHNER Y
TOTTMAR, 1978;AMIR Y STERN, 1978; HLLBOM Y OTROS 1983; RkANs Y OoTROS 1990)
comoin vitro (DEMASTER Y OTROS 1982, 1983, 1985;H8R0TA Y OTROS 1982a), aunque en
este Ultimo caso, es necesaria la presencia de mitoconidita (EDERBAUM, 1981;
DEMASTER Y OTROS 1982; 1983; ®NAs Y WEINER, 1985a) para que se produzca la
inhibicién.

Como ya se ha comentado anteriormente, la inhibicion de la ALDH, por la accion de
la cianamida, eranimales pretratados con etanol genera una acumulacion periférica de
AcH gque es toxica (BeN Y oTROs 1978; 1980a; FACHEY Y 0TROS 1980, 1981c; HLBOM
Y OTROS 1983).

En este experimento svalud el efecto de lmteraccion del-MP con diferentes
dosis de cianamida. El resultado de esa interaccion g controltratado corsalina,
indica que el efecto de la interaccion de ambas sustancemrmiila y4-MP— esinocuo
ya que no se observan diferencias entidokis Omg/kg decianamida y elkesto de las
dosis del inhibidor; este hecho es congruente tms resultados obtenidos por otros
autores que muestran que ni la administraciod-tP (Carr Y oTROs 1980) ni la de la
cianamida (Fans, 1987)tienen efectogoxicos por si mismas. Estechosirve como
garantia de su utilizacibtomo herramientas farmacolégicas para determinar la
implicacion de la ALDH en las conductas inducidas por etanol.

Asi, si la expresion conductual induciglar etanol en ratones queda inhibjolar la
administracion de cianamid@xperimentos n® 11 y n® 12), la administracion de un
tratamientoque combineianamidacon 4-MP,podria permitir un cambio en &tividad,
ya sea en el sentido de aumentarla o de disminuirla, indicando deoetdamediacion
del isozima de ALDH, la ALDE en algunas de las conductas inducidas gtanol
(experimento n° 13). Este cambio estaria justificado por la accidaMEB! sobre la ADH
(LINDROS YOTROS 19814a; houe Y oTROS 1985) y por leaccion de la cianamidsobre la
ALDH (SINCLAIR Y LINDROS, 1981; GDERBAUM, 1981; SIROTA Y OTROS 1982a, b; bomis
Y BRIEN, 1983a).
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Sin embargo, y a diferencia de los resultados obtenidos en el experimento n° 10 con
el DDTC, los resultados obtenidgsara elgrupo experimental en este experimento no
indican diferencias en la actividad locomotora entre la dosis de 0 mg/kg de cianamida y las
dosis restantes de esta sustancia.

Esto indicaria, por unparte,que eltratamiento combinado de cianamidd-4P si
anula la inhibicién conductual producidar la cianamidasobre laactividad locomtora
inducida por etanol ya que no se dan diferencias entre ningunadtesigglecianamida
utilizadas y,por otra, indicaque el pretratamiento coaianamida y4-MP no logra
potenciar los niveles de actividad locomotora inducidos por etanol.

La diferencia entrelos resultados obtenidos eeste experimento y el
correspondiente d&)DTC (experimento n40) podrian seexplicadas en funcion de la
diferente accion que ejerce cada una de estas sustancias en el metaleblesianml. Asi,
mientras el DDTCejerce su efectanhibitorio solo sobre laactividad de la ALDH
(TOTTMAR Y HELLSTROM, 1983; YouRrick Y FAMAN, 1989; RTERSEN 1992; N Y OTROS
1994), la cianamida n&olo actla inhibitoriamentesobre la ALDH (M\RCHNER Y
ToTTMAR, 1978; @DErRBAUM, 1981; ARBE Y OTROS 1982; [FITRICH Y OTROS 1976;
HELLSTROM Y TOTTMAR, 1982; BRIEN Y OTROS 1985) sinatambiénsobre laactividad de la
catalasa cerebral fOTA Y OoTROS 1982a; BMASTER Y OTROS 1982,1988; ARAGON Y
OTROS 1991c¢).

En este sentiddps datos obtenidos no son soloreflejo de la inhibicion de la
ALDH por la cianamida y de la inhibicion de la ADH por el 4-MiPo que a estbabria
gue afiadirle la accion que la cianamida ejerce sobre la catalasa dgderaanque en la
periferia del organismo se obtengan niveles de AcH deprirpidiofa accion de eft-MP
(LinbRrOS Y OTROS 1981a; NoUE Y oTROS 1985), implicando que no se generen efectos
toxicos en losanimales (InpRrRos Y oTROS 1981a; NOUE Y OoTROS 1984, 1985), anivel
central también se producinima menor cantidad de AcH ya que la oxidacionetihol
mediadapor la catalasa (GHEN Y OTROS 1983; ARAGON Y OTROS 1991c,1992a)estaria
enlentecida yaunque laactividad de la ADH central también se encuentre inhibida
(MARCHNER YTOTTMAR, 1976b; ZITRICH Y OTROS 1976), implicando con ello un aumento
en losniveles centrales dech, estos noserian lo suficientemente elevados como para
implicar una potenciacion del efecto que el etaigrie sobre laactividad locomotora de
ratones en un campo abierto.
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Sin embargo,los resultados obtenidos erste experimento, al iguajue los
obtenidos en el experimento anterioP 13), muestraruna mediacén déos enzimas
implicados en el metabolismo del etanol, frente a otros planteamientos que sugieren gque es
la acumulacion de AcH periférica el factor que gerlesacambios en laactividad
locomotora inducida por etanol.

En este sentido, tanto la ALDH, mas concretamente el isoenzima ALDH
mitocondrial de baja Km, como el enzima catalasa son sistemas enzimaticos que ejercen su
accion mediante la regulacion de la formacipar parte de la accién de la catalasa
cerebral, y la degradacion, mediante la acciéon de la ALDH cerebral, de los niveles centrales
de AcH.

Este planteamiento es congruente lmendatos obtenidos eaiferentes conductas
relacionas con el etanol como son la ingesta de etanolA® Y LINDROS, 1981; $IVAK Y
AwmiT, 1987), la actividadocomotora (8ivak Y oTrRos 1987b) y el CAS (8vAK Y OTROS
1987a) entre otras.

Como forma de aundos resultados obtenidos a largo de estalltima fase
experimental, se presentan las siguientes conclusiones.
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4.3.- Conclusiones.

1- La cianamidapor si sola notiene ningun efecto sobre la deambulacion
espontanea de los animales.

2- La administracion de laianamida, eranimales tratados posteriormente con
etanol, ejerce un efecto inhibitosmbre laactividad I@omotora inducidgor eletanol en
ratones.

3- El efecto de la cianamida en combinacién con la administracién de sigoole
una supresion de la induccién gesta drogaejercesobre laactividad locomotora de los
ratones en un campo abierto.

4- La administracion conjunta d&MP y cianamida, eranimales tratados con
etanol,supone unaecuperacion de lactividad loomotora inducidgor etanol hasta los
niveles del grupo control (salina-4-MP-etanol).

5- El mencionado pretratamiento (cianamida-4-MP) no genera un aumento de la
actividad locomotora indiida por etanolponiendoasi de manifiesto lanplicacion tanto

de la catalasa como de la ALDH en los efectos psicomotores del etanol.

6- La interaccion entre 4-MP y diferentes dosis de cianamida no scamiéos en
la deambulacién espontanea de los ratones.
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Discusion general

|. DISCUSION GENERAL.

Los sistemasnzimaticos que median la formacion y degradacion del AcH son
fundamentales para la expresion conductual de las acciones psicofarmacologicas del
etanol. Estos sistemas estarian representados por la ce¢aédsal, enzimancargado de
la oxidacion del etanol o lo que es lo mismo de la formacion de AcH, y paDel ,Anas
concretamente, la ALDHmitocondrial de baja Kmgue seria el pncipal sistema
enzimatico encargado de la degradacion de AcH, tanto a nivel periférico como central.

El objetivo que ha guiado la realizacion de esta Tesis Doctosatibdeterminar la
implicacion, en el metabolismo del etanol, de una serie de sistgiazaticos que dieran
cuenta de este y al mismo tiempo indicaran 0 mostrarposible mediacion del AcH
como metabolito activo en una serie de acciones psicofarmacolégicas que son atribuidas al
etanol.

En este sentido, se han realizado experimeatdscados aleterminar,por una
parte, la implicacion dedistemaenzimatico caracterizadoor la catalasa cerebral y, por
otra, la participacion de otro de los sistemas enzimaticos relevantes en este metabolismo, el
formado por el compjo enzimatico de la IADH. Para ello se hantilizado diferentes
sustancias inhibidoras qadteran la oxidacion del etanol y de su primestabolito, el
AcH.

Las sustancias empleadas en &stieajoejercian swefectosobre losmencionados
sistemas enzimaticos alterandolos en algun sentido. Asi, el AT, es una sustancia que ejerce
Su accion sobre la catalasa inhibiendolantt oTrRos 1955; 1956; MRGOLIASH Y OTROS
1960; TEPHLY Y OTROS 1961; ARRAGON Y OTROS 1992a), por syarte el DDTC, esino de
los metabolitos del disulfiran @van, 1979; dHanssoN 1986) queactia sobre la
actividad de la ADH ejerciendotambién un efectonhibidor (TOTTMAR Y HELLSTROM,
1983; Yourick Y FAaMAaN, 1989; BTERSEN 1992; IN Y oTROS 1994) y, porultimo, la
cianamida, ejerc&ina accion conjuntaobre ambossistemas, inhibiendo durante su
bioactivacion a la catalasa EMASTER Y OTROS 1984,1985; SANAs Y WEINER, 1985a;
CepERBAUM Y DICKER, 1985) y, unarez activada, a lal®DH (DEMASTER Y OTROS 1983;
1984; 1985; 8ROTA Y oTROS 1982a); de forma que como puede observarse en los
esquemas contenidos enagéndice, la accion camjta deestos inhibidoresengloba
totalmente la curva metabdlica del etanolfatena que manipulaciones farmacolégicas en
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uno u otro miembro de la igualdad pondrian de manifiesto la implicacitos déerentes
sistemas enzimaticos que median este metabolismo.

También hasido utilizado como herramienta farmacol6gica4eMP, un conocido
inhibidor de la ADH (HEORELL Y OTROS 1969), parague, como se comentd en los
experimentos realizados con esta sustancia (experimentos n°@, yunexceso de AcH
en la periferia del organism@roducido por lainhibicion de la ALDH hepatica, no
enmascarase la expresion conductual de la induccion procamidal etanol sobre la
actividad locomotora dms ratones en ucampo abierto y que espermitiera, enunion
con la accién de los inhibidores de |1aDY, determinarpor unaparte, la implicacion de
la catalasa y ALDH encefalicas y, por otra, la posible accién central del AcH.

En funcién de laanterior, sedesarrollaron una serie d@sesexperimentales en las
gue se realizé un analisis sistematico del efecto de la interaccion de estas sustancias con el
etanol.

Por otra parte, y éniendo en cuenta qles experimentos realizados en esta Tesis
Doctoral siguen una linealidad en cuanto alava metabdlica del etanol, éxposicion
gue se presenta a continuacion mantendra esa secuenciacion.

En relacién coresto, se presentara, en primer lugar, el planteamiefdégado a la
formacion del AcH integradgor unaparte,por los datos referidos a l@xperimentos
realizados con el AT ypor otra, por lainformacion existente en torno eéthzima catalasa.
En segundo lugar se expondran los resultados obtenidos expkrimentos efos que
se harnutilizado los inhibidores de la ALDHpara posteriormente plantear la informacion
referida a este Ultimo enzima. Finalmente, se comerni@sdplarieamientos a favor y en
contra de la hip6tesis que plantea que es el AcH el respon#aioke dealgunos de los
efectos psicofarmacoldgicos del etanol.

Asi, encuanto al estudicealizado con el ATlps cuatro primeros experimentos de
este trabajo recogelos datos obtenidos erelacion con lautilizacion del AT como
inhibidor de la catalagaoniendo de manifiesto que el AT ibd, enfuncion de ladosis
administrada, los efectos psicomotoreseaiahol, ademas, se obtiemge en losanimales
evaluados con salina el Apor si solo noejerce ningun efecto sobre laactividad
locomotora esponténea fes ratones. Por el contrario, en lasimales pretratados con
AT que son postriormente evaluados con etanol si se encuentra un efecto inhibitorio
dependiente de la dosis de inhibidor. En este sentido, la administracion deokajade
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AT no disminuye la actividadocomotora inducidapor etanol mientras que esa
disminucion si es obtenida con la administracion de dosis moderadas y altas de AT.

Asi, se haobtenido la existencia de una interaccién antagonista entre el etanol y el
AT en su efecto sobre la actividad locomotora en ratones. Los datos obtenidos demuestran
gue el AT, a lasdosis utilizadas tieneuna accién bloqueadoraobre la actividad
locomotora inducida por etanol. Por el contrario, eralimales pretratados con salina y
evaluados con las mencionadhssis deetanol si se produce un efestabre laactividad
locomotora que es dependiente dedtssis deetanol administrada lo queermite la
obtencion de la curva bifasica que el etanol produce actilddad locomotora de ratones.
Asi, dosisbajas de etanol inducen un aumento eaclividad locomotora ylosis altas
tienen un efecto depresor sobre esta.

Ademas, también se ha obtenido que la manipulaciémtéelalo temporal entre el
pretratamiento d0s ratones con AT y la adnistracion deletanol, muestra que el AT
produce una inhibiciorsobre laactividad loomotora inducidapor etanol. Ai, la
inhibicion inducidapor el AT esmaxima alas 5 horas de su inyeccion. partir de ese
momento, comienza una recuperacion dactavidad l@omotora hastéos nivelesbasales
de la variable.

Y, finalmente, los resultados que se extraen dedtsdioshioquimicos indicamue,
por una parte, el AT inhibe la actividad de la catalasa cerebral en un esngliodedosis
cuando se administra 5 horastes de la inyeccion de etanolpgr otra, los datos
referidos a la evaluacion del intervalo temporal existente entre la administracion de etanol y
la perfusion de lognimales indican que élatamientocon una Unicalosis de AT en
diferentes intervalogproducetambiénuna inhibicién ginificativa de la actividad del
enzima. Obteniendo nuevamerjge esta inhibicibn eméxima alas 5 horas de la
inyeccion y que la actividad enzimatica recupravalores basaledespués dalrededor
de 20 horas de la administracion del inhibidor.

Por supatrte,los resultados obtenidos en el estuthorelacional realizado con los
datos bioquimicos junto con los conductuales,primeros obtenidos en el estudio sobre
la inhibicién de la actividad de la catalasa cerefpal produce el AT a diferentdssis y
los segundospertenecientes dos resultados en los estudianductuales, mas
concretamente, eleferido al efecto que tienen diferentédgsis de AT, edecir, a la
inhibicion conductual que el A&jercesobre laactividadlocomotora inducidgor eanol,
ponen de manifiesto una estrecha relacion entre ambos parametros.
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Asi, eneste Ultimoestudio se ha expuestortdacion entre la locomocion inducida
por etanol y la actividad de la catalasarebral. Esta relacion se ha demostrado para
diferentes dosis de AT (0.01, 0.03, 0.06, 0.125, 0.25y 0.5 g/kg) y en distintos tiempos de
tratamiento (2.5, 5, 10 y 20 horas), doe indicaria que la existencia de una menor
actividad de la catalasserebralsuponetambiénuna menoractividad locomotora en la
induccion que el etanol produce sobre esa conducta.

En funcion de loanterior, y dada la relacibgue parecedesprenderse de estos
resultados seodria afirmamque se da una mediacién deatdividad de la catalasa en el
metabolismo central del etanol.

En este sentiddos resultados presentadosnfirman yamplianlos obtenidos en
estudios anteriores RAGON Y OTROS 1985a; 1992a) que informaron de que el
pretratamiento con AT presentaba una accion antagonista frente a diferentes efectos
conductuales inducidos por etanol como la actividad locomoterss(A Y oTrRos 1991a),
el CAS (ARAGON Y OTROS 1985a), la narcosis GAGON Y oTROS 1991b), la liberacion de
corticosterona (RAGON YAMIT, 1987) y la letalidad (RaGON Y OoTROS 1989; 1991bkntre
otros. Todos estos resultados se bhrenido con diferentes cepas de ratas y ratones vy,
con varias dosis de etanoEfBRSEN Y OTROS$1983; ARAGON Y OTROS 1985a; 19924, b).

Ademas, esta accién que ejerce el AT parece ser especifica para el etanol ya que esta
sustanciapor ejemplo, no atenuts efectos conductuales producidosr otras drogas
tales como lacocaina (&RAGON Y AmiT, 1993), el pentobarbital (ENTANILLA Y O TROS
1980) o el cloruro de litio (RAGON Y OTROS 1985a).

Por otra parte, se ha informado de que la relacién entre etanol y AT es dependiente
de la dosis de inhibidoutilizada (ARAGON Y OTROS 1985a; 1992a). Esta reduccion
dependiente de la dosis también se ha obtenidosesstudios sobre consumo danet,
ademas como la administracion de Agstosanimales no parece influir en la cantidad
total de fluido consumido, el efecto del AT parece ser, también en este caso, especifico para
el etanol. Ademas, esta accién del AT no parece ser funcién de un pésildeindirecto
de esta sustanc&bbre la ingesta dealorias yaque no se obtuvieron diferencias en el
peso corporal entre los animales tratados con AT y los tratados con solucion salina.

Del mismo modo, la accion inhibitoria del ASobre laactividad de la catalasa
cerebral es también dependiente deldsis de ATutlizada (ARAGON Y AmiT, 1992;
KOECHLING YAMIT, 1994; ROTZINGER Y OTROS 1994; TAMPIER Y OTROS 1995).
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Asi, una vez puesta de manifiesto la interaccion entre AT y etanatlaanductual,
se pasara a determinamal es el lugar —central o periférico— emgeé se produce la
mencionada interaccién, ygue por elmomento no se conoce caeguridad. Se ha
observado, por ejemplo, que en el CAS indugdoetanol,los niveles ensangre deesta
droga son similes paralos animales pretratados con ATsglina, por tanto sepodria
afirmar que las diferencias en el CAS inducplar etanol noson debidas a@ue las
cantidades de etanol que acttan en el cerebro sean diferentedNA oTrRos 1985a).

El AT tampoco afecta los niveles plasmaticos de un amplio randosile deetanol
(0.8,1,1.2,1.6, 2, 3.2,d/kg). Dehecho, no se obtienatiferencias significativas en los
nivelessanguineos de etanol enkns animales pretratados con AT 0 salinarABON Y
OTROS 1985a; 1989), con independencia deldsis deetanol y el tiempo en el que se
efectla la evaluacion.

Estos datos sugieren que lakkeraciones que produce el AT en las conductas
inducidas por etanoton debidas alguna influencia directa a niveéntral,posiblemente
por su accion en lactividad de la catalaseerebral (&RAGON Yy oTrRos 1985a; 1989;
1992h).

Por otra parte, los estudios realizados sobre la accidén del ATcatalasahepatica,
renal y cerebrakefialan que la interaccion se produciria a nivel central. Ersesgido,
aungue existen datos sobre la inhibicion que el AT praodugeo sobre laactividad de la
catalasa hepatica @t v otros 1955; 1956; ENSTEIN Y OTROS 1958),l0s estudios que
han usadoeste inhibidor muestran que esta sustancia no disminuye ni enlentece el
metabolismo del etanah viva en funcion de esto ggodria afirmarque lacatalasa
hepatica probablemente no desempefia un papel importante en el metabolismo del etanol
(ARAGON Y OTROS 19923, b).

Por suparte,Cohen y otros(1983) han mostrado que loéveles de AT en el
higado de rat&ras una inyeccion i.psonmaximos alos 30 minutos vy, gartir de ese
momento empiezan a declinar. Ademas, estos autores también obtuvieron que, en contraste
con elhigado,las concentraciones de AT en el cerebro parseerstables durante dos
horas.

También se ha demostrado la existenciauda inhibicion del82-90% de la
actividad de la catalasa en el cerebro de rata 5 horas después de la administracion de AT (1
0/kg) (ARAGON Y OTROS 1985a; 1991c¢).
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Por otro lado, diferentes estudios han mostrado la relacionoatdtasa yconsumo
de etanol. La actividad de la catalasaebral correlaciona positivamente corc@hsumo
voluntario de etanol. Para la catalhspaticasin embargosoélo se habtenido unpapel
moderado tras la administracion de dosis altas de etanol. Por gstdriseafirmarque la
actividad de la catalasa cerebral puede determinar, al mepegeios niveles de ingesta
de etanol (RAGON Y OTROS 1985a; 1991a).

Los estudios realizados con diferentes cepas de ra@mbg&nnos indicanque las
diferencias observadas en la conducta motora, entre los ratones noraatgagémicos,
no se pueden atribuir @veles de etandlliferentes. Ya que no se observan diferencias
entre las dos cepas en los niveles sanguineos de etanol cuavdimaelos ratones con
la mismadosis deetanol (ARAGON Y oTROS 1992b). En funcidén de lanterior, se podria
plantear que las diferencias obtenidas no son debidas a factores periféd@dos, por
ejemplo, por el metabolismo hepatico del etanah@ON Y oTROS 19923, b).

Ademas, también la prevencion ddnhibicion de la catalasa cerebial vivo, por
AT u otros inhibidores, previa administracion etanol,constituye unavidencia indirecta
para la oxidacion del etanol a AcH en el cerebro de rates@ Y oTROS 19853a).

Por suparte,los datosexperimentales queos indicanuna interaccion entre AT y
los efectos del etanol en distintas conductas conaatleidad locomotora y la narcosis,
entre otrassugieren que lanteraccion entre AT y etanol se da en un lugar fisiolégico
fundamental para la expresion de algunas de las conductas inducidas por etanol.

De este modo, en funcién s resultados obtenidos @rvestigaciones anteriores,
se podria sugerir que la inhibicion de la actividad locomotora en el campo abierto obtenida
en los experimentos n° 1 y n°ddriadeberse akfecto de la inhibicion del ASobre la
actividad de la catalasa cerebral.

En este sentido, eslgunos estudios se ha demostradalecremento deB5-95%
en la actividad de la catalasarebral respecto dgrupo salina, 4horas después de la
inyeccion i.p. de AT (RAGON Y oTROs 1989), tanto en ratas como en rators. otro
lado, los estudiogealizados con diferentes cepas de ratas y ratones indican que en los
animales pretratados con AT y en aquellos que eltaprovistos funcionalmente de la
actividad de la catalasa cerebral —ratones acatalasémicos— apapémguen o inhibicidon
significativa de varios efectos conductuales inducidos por etanol. ésttgefectos estan
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el CAS a la sacarina inducigmr inyecciones de alcohol GAGON Y oTros 1985a) y los
niveles en plasma de corticosterona inducidos por etarat\ Y AmiT, 1987).

Al igual que en la presenfavestigacion, laausencia de efectsobre laactividad
locomotora,por parte del AT, hasido también obtenidgoor otros atores, asi, han
informado de la ausencia de efecto del gobre ladeambulacién espontanea de ratas
(ARAGON Y OTROS 1989) y de ratones GAGON Y OTROS 1989; ARAGON Y AMIT, 1993). Sin
embargo, cuando se administtanol, lainhibicion de la catalagaor el AT podriaser el
factor que modificara las conductas inducigdas etanol. Estédea esta apoyadsor los
resultados obtenidos en los estudios sobgestavoluntaria de etanol, etos que se
demuestra una relaciéon sificativa entre laactividad de la catalasaerebral y la
preferencia por etanol y actividad de la catalasa cerebral y el consumo de etagoh (A
OTROS 1985b; AT v ARAGON, 1988; KOECHLING Y AmIT, 1994). Eneste sentido,
Koechling y Amit (1994), observaron que el AT redujo significativamerntersdumo vy la
preferencia de etanol en a@akes pertenecientes a leepa Swiss-Webster. La
administracion de AT dio lugar a un decremento ecoasumovoluntario de etanol en
concentraciones del 10 y 15% pero el AT no afect6 la ingesta de etanol a concentraciones
por debajo del5%, del mismo modo el AT atenud la preferengar el etanol a
concentraciones del 10 y 15%, pero no a concentraciones por debajo del 5%.

Los resultados obtenidos tras el pretratamiento con AT indican una disminucion del
consumo voluntario de etanolsiAenratas de la cepa UChBue presentan un consumo
de etanol elevado, cuando son pretratadas con AT muestran que el ceokunaoio de
etanol también se reducea(iPIER Y 0TROS 1985). Estos datasstan de acuerdo con los
obtenidos por Aragon y Am{{l992), que mostraron que la inhibicion decttalasa
cerebral por el AT genera un decremento dependienteddsila en urpatrén establecido
de consumo de etanol, y por Koechling y Amit (1992), que observaron un decremento del
consumo voluntario de etanol en ratones.

Por otra parte, se sabgue las cepas de ratones C57BL/6 y DBA/2 difieren en la
actividad de la catalasa, en su nivel de consumo voluntario de etanol y en su sensibilidad a
los efectos del etanol en diferentes conductasa¢an v AmiT, 1987). Y seconsidera,
ademasque la diferentectividad de la catalasserebral-los C57BL/6 poseen un 35%
menos que los DBA/2podriaser uno de losnecanismos subyacentes a la diferente
sensibilidad que presentan ambas cepas de ratones. Sergigte,algunos estudios han
mostrado diferencias similares entre las cepas C57BL/6 y DBA/2, y ratas tratadas con AT
y su correspondiente grupontrol. Estos datos apoyan la nocién de quediferencias
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entre lasdos cepas de ratones, C57BL/6 y DRApueden estar mediadasr niveles
diferentes en lactividad de la catalagarebral. También se sahae el etanol induce la
liberacion de corticosterona en ambas cepas aunque es maylmspatanes DBA, y
gue la inhibicion de la catalasa cerebral por AT produce una atenuaciorespuesta de
la corticosterona en ambas cefastos resultadosstan en la misma direccién que los
obtenidos con ratas GAGON Y OTROS 1985a).

Por otrolado, los estudios sobractividad loomotora muestran quies ratones
normales presentan una mayatividad loomotora qudos ratonesacatalasémicos para
diferentesdosis deetanol (A&RAGON Y oTrROS 1992b). Sinembargo, no se observan
diferencias en la actividad locomotora espontanea en un campo abierto entre ambas cepas
de ratones y, ya que estos ratones difieren fenotipicamente atigidedescataliticas, de
ello se sigue que lzatalasa no parece tener un papel erackvidad locorotora
espontanea destos ratones. demastras la administracion de AT a ratones normales y
acatalasémicos, se genera disminucion en lactividad locomotorasiendo esefecto
especifico para el etanol, ya que el AT no afecté la actividad motora en ambasasepias
tratamientocon cocaina (2,4mg/kg) (ARAGON Y AmiT, 1993). Y, sinembargo, las
diferencias observadas en la conducta motora kErstrdos grupos de ratones poeden
ser atribuidas a la presencia de diferentigeles de etanoperiférico porque no se
observaron diferencias entre [@s cepas enos nivelessanguineos de etanol cuando se
evaluo a los ratones con la misma dosis de etanol.

También,estudiosin vitro en los que se incubaron homogenaderebrales de
ambas cepas —normales y acatalasémicos— etamol, han demostrado diferencias
significativas en la cantidad de AcH generadea@On Y AmiT, 1993).

En relacion coresto, es importante tener en cuemt@ el AT inhibe laactividad
catalitica pero también la actividad peroxidativa de la catalasa. Addmaiés|ainteraccion,
tanto a nivel conductual commoquimico,entre laactividad de la catalasa y el etanol, es
posible sugerir que el papel de la catalasa sobreféotos dektanol, se produce a través
de su habilidad para oxidar etanol en el tejido cerebral.

En este sentido, se ha demostrado en el cerebro la presengier@dtio de
hidrégeno necesario para la oxidacion del etanol por la catakRsadpy oTrRos 1991C).

Asi, losdatos sugieren que existe ww@mpeticion entre el etanollgs inhibidores
de la catalasa, ahismo tiempo que confirman la presencia y generacigpedéxido de
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hidrégeno en el cerebro de ratavivoy, todo en conjunto, parece apoyar la ideauk el
AcH formado centralmente via la catalasa cerebral puede ser responsable de algunas de las
acciones farmacoldgicas del etanol.

Por otra parte, los estudios realizados con homogenados cerebrales han demostrado
la capacidad destospara oxidar etanol &aves delsistema catalasas8, (ARAGON Y
OTROS 1986;1991c).También, se ha demostradoré&oON Y oTRos 1992a) que ettanol
puedeser metabolizado en el cerebro ddas,via laactividad peroxidativa de la catalasa.
La formacién de AcH durante la incubacién con etanol de homogenados cerebrales de rata
fue incrementadaignificativamentetras la adicion de glucosaxidasa, un conocido
generador de D, en presencia de glucosa. La adicion al medio de incubacion de
distintas concentraciones de AT, 20 minutos antes qe&ambl,generé un decremento
dependiente de ldosis de ATutilizada en laproduccién de AH, enpresencia y en
ausencia de glucosa oxidas®&AAON Y OTROS 1992a).

Por suparte,los estudios (RAGON Y OTROS 1992a) realizados padeterminar el
efecto de la ADH y del citocrom®-450 indicarianque estos sistemas pueden ser
excluidos del metabolismo detanol, yaque la presencia darazol, un inhibidor de la
ADH, o de metirapona, un hibidor del citocromo P-45&iguiendo el procesanterior,
no alteraron la cantidad de AcH generador el contrario, lanhibicién in vivo de la
catalasa cerebral por el ATpor lacianamida didugar a un significativo decremento del
AcH obtenido tras la incubacién catanol delos homogenados datas tratadas con
estos inhibidores.

Y, nuevamentelas investigaciones realizadas utilizando ratones de distintas cepas
—normales y acatalasémicos— muestamnbiénque cuando se incubaron homogenados
cerebrales de ambas cepas e&tanol, seobservaron diferencias significativas en la
cantidad de AcH generado, ya que aunquegmomogenados danbas cepas se formd
AcH, un incremento en laslosis deetanol nosupuso un aumentsignificativo en la
concentracion de AcH generado ®s homogenadogertenecientes dos ratones
acatalasémicos. Por el contrario, en los ratones normales si se obtoivielesmayores
en las cantidades de AcH generado tras la administraciGtadel (ARAGON Y AMIT,

1993).

Asi, el conjunto de todos estos dapaslria indicar la existencia de un metabolismo
central del etanolia elenzima catalasa. Y, en este sentids, datos que se presentan a
continuacion prosiguen la linea argumentativa anterior pero en este caso desde la otra parte
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de la curva metabdlica, aquella medigutar la ALDH. Para ello se expondran los
resultados obtenidosiediante la utilizaciéon ddDDTC vy la cianamida,ademas en este

ultimo caso se recogen tambikrs datos quesvidencian la relacion existente entre la
cianamida y el enzima catalasa.

En primer lugar se expondréws resultados obtenidos con el 4-MP, que como ya
se coment6 anteriormente es una sustancia gs&ldatilizada en este trabajo como una
herramienta farmacoldgica das experimentos realizados cdos inhibidores de la
ALDH, el DDTC y la cianamida.

En este sentiddps experimentos realizados con £IMP estaban orientados a
determinar siexistia algun efecto mediadgor su administracion en lactividad
locomotora inducida por etanol. En funcion de aoterior, se llevaron @&abo los
experimentos n° 5y n° 6, &6 queesta sustancia salizaba, erdiferentesintervalos
temporales correspondientes al protodelonporal de cadano de los inhibidores de la
ALDH, en conjuncioncon, por unaparte, la admmistracion de salina ypor otra, la de
etanol.

Los resultados obtenidos en legperimentos realizados cehMP ponen de
manifiesto la inocuidad de su utilizacion como herramisatae laactividad locorotora
espontanea, es decir, administracion no generd ninglefecto sobre lamencionada
conducta sienddos resultados obtenidosimilares a los que se dieron tras la
administracion de la solucién salinasiAla curva de actividad locomotora inducida por
etanol (figuras 5y 6) en los animales pretratados con 4-MP fue similar desde un punto de
vista estadistico a la obtenida para los animales pretratados con salina.

Ademas, habrigue tener en cuenta que la manipulacion realizada céfviét se
llevé a cabo en diferentes intervalos temporatescuales estaban determinadus los
protocolos detiempo en cuanto a la administracion slestancias que seguian los
experimentos cotos inhibidoresdel enzima ALDH, este hechserviriapara consolidar,
permitir y justificar su utilizacion como herramienta farmacoldgicdosrexperimentos
posteriormente realizadoBor otra parte, estos resultados son congruentes los
obtenidos por otros autores/ESssoN YWALDECK, 1973; SNCLAIR Y OTROS 1980; $IVAK
Y AmIT, 1987; SIvak Y oTRos 1987a, b) quaambién utilizaron estaustancia en la
evaluacion de la actividad locomotora sin encontrar que tuviera ningun gbecdbmisma
sobre la mencionada conducta.
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Por otra parte, también se sabe que el 4-MP, a las dosis utilizadas en este estudio, no
afecta los niveles periféricos de etanolsangre (8Bivak Y oTrRos 1987a) locual permite
afirmar nuevamentque lasvariaciones observadas a nivel conductual no estan mediadas
por un aumento en los niveles disponibles de etanol en la periferia del organismo.

A continuacién se presentan los datos referidos axpsrimentos realizados con
los inhibidores de la ALDH, el DDTC y la cianamida.

En este sentido, los datos obtenidos erelgeerimentos realizados conDTC y
la cianamida musran la inocuidad de ambas sustancias, a disis utilizadas
(experimentos n° 7 y n2l). Asi, lacurva de actividad locomotora obtenittas la
administracion de estas sustancias yrathmientoposterior con salinandica que no
existen diferencias entre los valores de actividad para la dosis 0 mg/kg de los inhibidores y
las restantes dosis utilizadas de estas sustancias.

También puede observarse la mencionada inocuidabtds sustancias sobre la
deambulacion déos ratones en losxperimentos etos que seealiza el pretratamiento
combinado de 4-MBunto con diferenteslosis decadauno de estos inhibidores
(experimentos n° 10 y n° 14).

Los resultados sobre la inocuidad de estas sustaestiais tambiémecogidos en
diferentes estudios en los que seahalizado el papel dEIDTC o de la ciamaida. Asi,
un estudio red@ado para determinar la similitud entre el disulfirAralgunos de sus
metabolitos, entre ellos &DTC (Yourick vy Faivan, 1989) indicé una ausencia de
toxicidad por parte de este metabolito. Por otra parte, también en estudios realizados con la
cianamida se obtienen resultados similares @anteriores demostrando queclanamida
tras una administracion i.p. no es hepatotdxica por si misrragR1987, SIVAKY AMIT,
1987; $IVAK Y OTROS, 1987D).

En cuanto a los resultados referidos a la accion de estas sustancias acitviddd
de la ALDH, se heaobtenido que con ambas se produce una interaccion antagonista
cuando se administran con anterioridad al etanol, encontrando por ello una disminucion en
la actividad locomotoranducidapor el etanol,siendo esta disminucidtependiente de la
dosis del inhibidor.

274



Discusion general

Asi, en los experimentos n° 7y n® 11, se obtuvoclara inhibicion de lactividad
locomotora inducida poretanol tras el pretratamiento conDDTC o0 cianamida,
obteniéndose valores, en el caso de la cianamida, incluso por debajo de los controles.

Esta interaccion antagonista entre el etanokyinhibidores de la ALDH spuede
observar también en aquellos experimentososnque estas sustancias produjeron una
disminucién de lactividad bcomotora cuandtos animalesfueron pretratados con una
Unica dosis de inhibidor y para todas las dosis de etanol utilizadas (experimentos n°® 8 y n°
12), obteniéndose una completa anulacion aeifza bifasica que el etanol produce en la
locomocién de ratones, que en el caso deidaamida llegé groducir narcosis en los
animales.

En relacion coresto,las conclusionesxtraidas déos experimentos n°® 8 y n°® 12
confirmanlos resultadosnteriores, ya que indican que ambas sustanciB)EC vy la
cianamida, ejercen su accidmhibitoria a lo largo de toda laurva que generan las
diferentesdosis de etanol. # los datosdemuestran que la inhibicion no peduciria
para una Unicdosis deetanolsino que con independencia de thssis evaluadasestos
dos inhibidores producen un efecto antagonista sobre esta accién del etanol.

En funcion de estos resultados, se podria afirmar que ainigeasejercen,in vivg,
un efecto inhibitorio sobre la actividad locomotora indugdaetanol que es dependiente
de la dosis de inhitor utilizada, asi, mayoreslosis de nhibidor suponen unanayor
inhibicion de la actividad locomotora generada por el etanol.

Los resultados obtenidos son congruerttes los referidos a laccién que el
disulfirdn y algunos de susetabolitos tienersobre la ALDH. Eneste sentido se ha
informado (MhDAN Y FAIMAN, 1994b; HRT Y FAMAN, 1994) de que el disulfiran produce
una inhibicién de la ALDH 8 horas después de su administracion y dado que el pico en la
concentracion de AcH es maximo entre media horalog horas después de la
administracion del etanol @#t v Famman, 1994; MoAN Y Faman, 1995), podria
afirmarse que esta acumulacion periférica de AcH es la responsable de la disminucién de
la actividad locomotora obtenida en este experimento debido a sus efectos téxicos.

Los datospara la cianamid&an en lamisma linea, asi,Spivak y otros (1987b)
obtuvieron una inhibicién de la accion locomotora del etanol en ratas pagratamiento
con cimamida. Pararatones los datos somimilares, asi, seinformé de que el
pretratamiento con diferentes dosisaiEnamida producia tambiéma disminucién de la
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actividad locomotora eforma dependiente de tosis de nhibidor (S\NCHIS-SEGURA,

1997). Esta modificacion de los niveles locomotores puede ser atribuida al aumento de los
niveles periféricos de AcH que se producen en el organismo tras la inhibicion que la
cianamida produce sobre la ALDHEBRICH Y OTROS 1976; IVARCHNER Y TOTTMAR, 1978;
LAMBOEUF Y DE SAINT BLANQUAT, 1980; MGASAWA Y OTROS 1986).

Por suparte,los experimentos n°® 9 y n° 13, éws que seempled la interaccion
entre,unavez determinada su inocuidad (experimentos n° 1 2)n®l 4-MP y los dos
inhibidores anteriores, indican que4eMP previene la acumulacion periférica de AcH
producida por la accion des dos inhibidores de lal®H, cianamida yDDTC, yaque,
nuevamente se obtiene una curva bifasica a partir de la administracion de etanol, hecho que
no se encontré en losxperimentos edos que los ratones fueron pretratados con
cianamida oDDTC Yy tratados posteriormente con etarfdin embargo, este efecto del
etanol, si se obtuvo en esos mismos experimentos (n° 8 y n® 12), cuando el pretratamiento
implicaba a la salina, con independencia de las diferenciasl@nipeotocolos taporales
utilizados.

En funcidn deesto, se podria afirmgue eltratamiento combinado de inhibidores
de la ADH, como el 4-MP , junto con inhibidores de la ALDH, canamamida o DDTC,
provocauna atenuaciéon o anulacion de la accion getas doslltimas sustancias
producen sobre la expresion conductual del etanol en la actividad locomotora.

En consonancia con estdatos, se ha informado de que la acumulaciéon periférica
de AcH,tras la administracion detanol,que la accién de lgianamida genergor la
inhibicién de la actividad de la ALDHiisminuyen cuando se pretratéoa animales con
4-MP (LNDROS Y SINCLAIR, 1979; SNCLAIR Y LINDROS 1981; SNCALIR Y OTROS 1980;
SPivak Y AMIT, 1987; $IVAK Y OTROS, 19874, b).

Asi, el tratamiento combinado dd-MP vy cianamida, con anterioridad a la
administraciéon de etanol redujo la acumulacion periférica de AcH en ratas< (% AwmIT,
1987; $IVAK Y OTROS, 19874, b).

Sin embargo, a partir des resultados obtenidos en legperimentos anteriores se

puede extraer un dato incluso nékevantegste resultadbace referencia al incremento
obtenido en la actividad locomotora inducida por el etanol.
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En este sentido, la administracion combinadal-ddéP y DDTC no soloprovoca
una atenuaciéon de lahibicion, que estalltima sustanciaejerce sobre lalocomocion
inducida por etanokino que se obtiene una induccion de esa locomociéanuoma de
los valores obtenidos por losanimales pertenecientes glupo control, esdecir, los
pretratados con salina y 4-MP y tratados posteriormente con etanol.

En cuanto a la cianamida, aunque también se ohtimmeeduccion en la inhibicion
producida sobre la expresion conductual ejercida por el etanol no se obtuvo una induccién
estadisticamente significativa de esttividadpor encima ddos obtenidos por el grupo
control.

Estos datos tomados en conjunto apoyarian de manera indirgofdidacion de la
ALDH cerebral en el metabolismo central del etanol.

Asi, aunque la inhibicién que el 4-MP ejerce sobmctvidad de la ADH periférica
supone una anulacion de Ioiselesperiféricos de &H, a nivelcentral la importancia de
este efecto es menor ya que la Ailéheuna mediaciominima en elmetabolismo del
etanol a nivel central @kIN Y SokOLOFF, 1970; 1972).

Por otra parte, también existen datos de qaedan que eDDTC ejercesobre la
actividad de la ALDH se produce tanto a nivel periféricoac v Faivan, 1995)como
central (RIMAN Y OTROS, 1980; HELLSTROM Y TOTTMAR, 1982).

La conjuncidn de estados bloques de resultadpsrmitiriaplantear la idea de que
dado que la accion del DDTC sobre la ALDH provoca un aumento en la concentracion de
AcH a nivel periférico este aumento se obtendria también a nivel cesirahiéntras que
la accion ded-MP sobre la ADHperiférica supondria una reduccion lds niveles
periféricos de BH, estosniveles no estariaafectados significativamente aveii central.

En funcién de este posible aumento obtergeptralmentepor la accion inhibitoria del
DDTC sobre la ADH, y mediante el efecto dd-MP anulando el AchHperiférico se
podria observar la expresion conductual del efecto que el etanol ejerce.

Por lo tanto, y dado que se obtiene una induccion deadéividad locorotora
inducida por etanol, esto se podria atribuir al posible aumento de AcH en el cerebro.

En este sentiddps resultados podriandicar una mediacion del Ackkentral en la
mediacion dealgunos de las acciones psicofarmacoldgatabuidas al etanol. En este
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caso,los datossugeririan la mediacion del AcH endatividad locomotora inducida por
etanol en un campo abierto.

En apoyo de la anteri@firmacion estan tambiélos resultados obtenidos en los
experimentos con cianamida (experimentd. 8f. Como ya seomento, ereste caso, los
resultados obtenidos tras la administragéhtratamiento combinado de cianamida y 4-
MP, con anterioridad a la administracion etanol, suponen que el acumujmeriférico
provocado por el inhibidor de la ALDEstaria aulado gracias a la accion delMP lo
gue permitiria la expresion conductual de las acciones del etanol.

Sin embargo, en este caso el aumento detid@dadlocomotora obtenida en para el
DDTC (experimento n°® 9) no se produce, obteniepdo el contrario unaactividad
locomotora inferior a la anterior pero superior a ldodeanimales pertenecientesgalpo
control (ver figura 15, pag. 290).

Este resultado sexplicaria enfuncion del patrén diferencial de inhibicién que
presentan eDDTC y la cianamida yaque elDDTC solo ejerce su acciorsobre la
actividad de la ALDH mientras que la cianamida afectaria también a la actividad del enzima
catalasa. 8i, como ya se haxpuesto, en el primer caso,BHDTC enconjuncién con la
accion deld-MP genera una induccion de #atividad locomotora inducidgor etnol,
mientras que, en el caso de la cianamielido a su doble inhibiciésplo se obtiene una
anulacién de la inhibicién que se observa a nivel conductual. De este modo, la inhibicion
de la actividad de lal4DH supondrigdambién un aumento central de AcH pero, en este
caso, como también estandibida laactividad de la catalasa centralpetabolismo del
etanolestaria, como en el cadel AT (experimentos n°® 1 y 19, anulado o enlentecido
por lo que lanhibiciéon de la ALDH supondria urecumulaciéon central de AcH mayor
que en el gruppretratado con salina4-MP peromenor que en &rupo querecibe el
pretratamiento con DDTC y 4-MP.

Asi, el conjunto deestos resultadasmbién va empoyo de ladea que plantea la
mediacion, por una parte, de la catalasa yppar de la ADH en el metabolismaentral
del etanol.

Esta idea haido propuestanteriormentepor otros autores (SLAIR Y LINDROS,
1981,1984; $ivak Y AmiT, 1987; BIvAK Y OTROS 1987a,b). En este sentido, como
alternativa a que el aumento de los niveles de AcH en sangre lioen@sponsables de la
alteracion de lagonductas inducidas p@tanol, se haropuesto qudanto la catalasa
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como la ALDH cerebrales son los sistemas enzimaticos que ejercerian la mediacién de los
cambios observados.

Asi, por ejemplo, la adimistracion conjunta de cianamidadyMP provoco emratas
el mismo resultado que la administracionaignamida y salinapbteniendo en ambos
casos unalisminucion de laactividad bcomotora inducidgor etanol que ngoodria
explicarse mediante la acumulacion periférica de Aclduga en el primegrupo estaba
anulada por la accion del 4-MP sobre la ADHI(S< Yy oTROS, 1987b). A partir de laual
se plantea la implicacion tanto de la catalasa como deLRHAcerebrales en el
metabolismo del etanol.

Por suparte,los experimentos n° 10 y n° 14 se realizaron para determinar si €l
efecto de la interaccion entre 4-MP y los inhibidores deL2Hy DDTC y cianamida, se
mantenia o variaria con la utilizacién de diferentes dosis de los inhibidores de ALDH.

En primer lugar, como ya xpuso, la interaccion entleMP y cualquiera de las
dosis de los inhibidores no produgfectossobre ladeambulacion espontanea de los
ratones, indicando la inocuidad de su adminsitracion.

En segundo lugar, los resultados indica@mbiénque en loslos experimentos la
interaccion entre4-MP y diferentes dosis de los inhibidores de ALDHbroducia
nuevamenteina anulacién de la inhibicion producidar DDTC y cianamidasobre la
actividad locomotora inducida por etanol.

Sin embargo, los datos parada iibidor fuerondiferentesasi, mientragjue para
el DDTC seobtuvieron diferencias con gtupo tratado con soluciésalina, generando
una potenciacion de kctividadlocomotora inducidgor etanol; para la cianamida no se
dieron diferencias entre ninguna de las dosis, por lo que aunque se anulé la inhibicion que
produce la administracién combinada de cianamida y etanol, p@dgjo ningun tipo de
induccion sobre su accion.

Estosresultados, debido a que se obtuvieron con diferaddsss de DDTC y
cianamida, permiten de nueapoyar y confirmar gblanteamiento de urienplicacion de
la catalasa y de la ALDH cerebrales en el metabolismo del etanol.

A modo de resumen, podria plantearse que, dado que estas sustan@das] GTy
cianamida, no presentan por si mismas ningun efecto sobre la deambulacion espontanea de
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los animales, en un campo abierto, la acaide resulta de su administracion estaria
produciendo sobre circuitasplicados en la mediacién de las conductas inducidas por
etanol.

Y, como ya se ha expuesto a lo largo de &stais, estos dicuitos estarian
integrados por la catalasa y la ALDH cerebrales.

Ademas, y en apoyo de lo anterior, existen numerosos estutios\({SY LINDROS,
1981; $ivak Yy AMIT, 1987; SIVAK Y OTROS, 19874, b) que apuntan, de forma directa, a una
implicacion fundamental de la L®H cerebral sobre la oxidaciondel etanol e,
indirectamente, a la relevancia del AcH en algunas de las acciones inducidas por etanol.

En relacion con esto, hay diversos experimentos que ponen de manifiesto la relacion
entre la cianamida y el enzima catalassi, & ya conentada bioactivaciépor lacatalasa
de la cianamida al tiempo que esta accion induce la inhibiciGendigha arrojadatos en
este sentido (EMASTER Y OTROS 1984,1985; §ANAs Y WEINER, 1985a; EDERBAUM Y
DICKER, 1985).

Tambiénlos estudiogrealizados tantan vivo (DEMASTER Y OoTROs 1983; 1984)
como in vitro (DEMASTER Y OTROS 1982; 1983; 1985; HIROTA Y OTROS 1982a)para
determinar elgrado de inhibicion que laianamida ejercesobre la ADH, indican la
mediacion de la catalasa en la bioactivacion de la cianamida.

Ademas,esta mediacion se ha demostrado también mediantoetie inhibidores
de la catalasa como el AT y la azida s6diceMBsTER Y 0TROS 1984, 1985) 0 el malonato
(Svanas Y WEINER, 1985a), en estasstudios s@btuvo una inhibicion de la bickvacion
de la cianamidan vitro por parte de la azidaddica y el malonato ia vivo por parte del
AT.

Asimismo, los datos obtenidos @MASTER Y OTROS 1984) indican que la
administracion conjunta de AT (1 g/kg)cjanamida(0.22 mmol/kg i.p.) produce una
inhibicidon de la actividad de la catalasa hepaticlnsl@nimales dos que se les da AT (1
g/kg) mas cianamida (0.22 mmol/kg i.p.) un 30% mayor que la que produce la
administracion de cianamida sola.

También se ha obtenido €EMASTER Y OTROS 1985) que el ATatenla en forma
dependiente de ldosis el aumentque se producdtas elpretratamiento conianamida,
en losniveles de AcH ersangre posteriores #latamientocon etanol (MRCHNER Y
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ToTTMAR, 1976a, b;1978; DETRICH Y OTROS 1976; BREN Y oTrROs 1978; 1980a;
CeEDERBAUM, 1981; BIROTA Y OTROS 1982b; SOWELL Y OTROS 1984; GRMICHAEL Y OTROS
1987). Mientras queeste mismo inhibidor no presenta ningéiecto cuando no se
administra etanol (EMASTER Y OTROS 1985).

Los datos obtenidos a nivel conductual sonilares,asi, la administracién conjunta
de AT y cianamidasupusouna reduccibrestadisticamente significativa de la actividad
locomotora inducida poetanol respecto ajrupo pretratado corcianamida (SNCHIS-
SEGURA, 1997).

En este sentido, y como sefia@aMaster y otrog1985), la similitud entre la
cianamida y el AT, en cuanto a la inhibiciérvivo de la catalasa hepatica, indicayige la
cianamida es un inhibor de lacatalasa similar al ATSin embargo, entre ambas
sustancias existe una diferencia relevante ya que la cianamida, cuando es biqamtilsada
catalasa, inhibe también a la ALDivivo.

Asi, pareceque para que leianamida ejerza su efedtthibitorio sobre laactividad
de la ALDH debe ser convertida enzimaticamente, mediante la accion de la catalasa, en un
metabolito activo (BMASTER Y OTROS 1982; 1983; 1984, 1985).

En cuanto a la posible interaccion entre etaniokyinhibidores de laatalasa, se ha
obtenido (EMASTER YOTROS 1984,1985; (EDERBAUM Y DICKER, 1985) que cuando el
etanol se administra al mismo tiempo o antes que la cianamida, el etanol protege o bloquea
tanto la activacion de la cianamidar lacatalasa como la inhibicion de la catalpsa la
cianamida. Pasandasi, deobtener una oxidacion del etarmmir parte de la catalasa del
50% a una del 100%. Sin embargo, cuando este inhibidor se administra castds del
etanol produce una reduccion @8-85% sobre lactividad de la catalasa EMASTER Y
OTROS 1985). Alemasgesta cadencia temporal enkas administracionesuponetambién
una reduccién de la inhibicién vivoque la cianamida ejercmbre la ALDH (EMASTER
Y OTROS 1985).

Este blogueo sobre la inhibicion quecianamida ejerceobre elenzima A.DH se
ha obtenido tambiéoon azidasddica (EMASTER Yy oTROs 1984), utilizando diferentes
fuentes generadoras de perdoxido como el ascorbaMAEER YoTrROS 1985) v el HPC
(DEMASTER Y OTROS 1988).

Por otra parte,las dietas ricas ecianamida provocan tambiéma inhibicién de la
ALDH en losanimales queon alimentados con ellas gdemas, esta inhibicigeroduce
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un aumento de AcH durante la oxidacion del etanolrR@MINER Y TOTTMAR, 19764, b;
LINDROS Y OTROS 1975).

También, se hanformado qudn vivo (ARAGON Y OTROS 1991c; BNCHIS-SEGURA,
1997), la cianamida produce una inhibicion de la actividad de la catalasa cerebral.

El conjunto deestos datosndica que lacianamida produce un efecto inhibitorio
sobre laactividad de la ALDHsiendo ademds esta inhibicipar parte de la cianamida
dependiente de su conversion en un metabatitvo y que este proceso de kitigacion
es realizado por el enzima catalasa.

En cuanto a la inhibicién que la cianamida ejerce sobre la Ah&pdtica y cerebral
(HeLLsTROM Y TOTTMAR, 1982) se hawbtenido diferencias en el porcentaje de inhibicion
que ejerce sobre cada una de ellastiiicH Y OTROS 1976; MARCHNER Y TOTTMAR, 1978),
siendo mayor la que ejerce sobre la ALBépatica (BITRICH Y OTROS 1976; MARCHNER
Y TOTTMAR, 1978),85% y 40% deanhibicién respectivamente (MCHNER Y TOTTMAR,
1978).

En relacion con la implicacion de la ALDH en las conductas indupidastanol, a
continuacion se presentan datos quelan larelacion entre laactividad de la ALDH
cerebral y una de las conductas melsvantes relacionad&sn eletanol, elconsumo
voluntario.

En este sentido, la existencia de una serieedeltados paraddjicos HRHEY Y
OoTrROS 19814, b) en la interaccién de cianamida o disulfiralosis bajas de etanol ha
supuesto un punto deartida importante en el planteamiento de que LD esta
mediando la conducta de ingesta de etanol.

En relacion coresto, se ha planteadoefleHey Y oTrRos 1981d) que lanhibicién
gue lacianamida produceobre la ALDH seaeduce tras la ingestapetida de etanol ya
gue la respuesta que se genero tras una segunda ingesta fue menor.

Asi, los resultados obtenidos indican que se produce una reducciomareles de
AcH tras elpretratamiento conianamida o disulfiracuando se producen episodios de
bebida repetidosin que seobserven diferencias dos niveles de etanol esangre
(PeacHEY Y oTROS 1981ab). Conrelacion alflushing periférico vascular se obtuvo una
disminucién durante las sucesivas REC y se mantuvo constante durdriEDlad partir

282



Discusion general

de esto, se podrisugerir que con ingestepetida,las REC resultantes disminuyen
progresivamente en intensidad, hecho que no se observa para las RED.

Estos resultadomdicarianque existen datos contradictorios, enatxion de la
cianamida en la ingesta de etanol. Otros problemas relacionados con la cianarsida han
resaltados por algunos autoresng@rOs Y SNCLAIR, 1979; SNCLAR Y oOTROS 1980;
SINCLAIR Y LINDROS, 1981; ®Ivak Y AMmIT, 1987; SIvAaK Y OoTROS 1987a, b) que indican
gue noseria elexceso de AcH periférico el responsable dsularesion de la iregta de
etanol (8\cLAR Y LINDROS, 1981), las modificaciones en datividad locomotordras el
tratamientocon etanol (8vak Y oTros 1987b) o el CASnducidopor etanol (SIvak Y
OTROS 1987a).

Ademas, como se expusateriormenteestos autores sugieren que la supresion de
la ingesta por parte de la cianamida no dependeria de la acumulacion periférity ga A
gue estasupresion seobtuvo tambiéncuando la acumulacion periférica de AcH fue
prevenidacon 4-MP (LINDROS Y SNCLAIR, 1979; SNCLAIR Y LINDROS, 1981; SNCLARR Y
oTrOS 1980) lo que sugeriria que la cianamida afecta a las conductas inghaciésenol
por alguna accion relacionada con la inhibicidirecta, por parte de lecianamida, de la
ALDH cerebral. Alemés,los resultados obtenidos etiferentes estudiosobre el
consumoVvoluntario de alcohol en ratas n#&, 1978a; BiCLAR Y LINDROS 1981;
SOCARANSKY Y OTROS 1984) apoyan este punto de vista.

En este sentido, se ha obtenido que la administraciédosis bajas de4-MP
producen una inhibicién parcial del metabolismo del etanol Igpgdga permitique casi
todo el AcH producido por el etanol fuera metabolizadéosepatocitos, eliminando asi
la acumulacion de AcH en sangren(iros, 1975; LNDROS Y OTROS 1979).

Los estudios sobre ingestaluntaria de etanol (&LAR Y LinDROS 1981), con
diferentes cepas de ratas (Ldigans, AA y ANA)han mostrado que Eanamida(200
g/kg de comida) produce ursupresion de lingesta de etanol aunque la aclanidn
toxica de AcH se suprima totalmente mediante la administracién de 4-MP.

Sin embargoaunque los datos sobre datividad de la ADH cerebral indicaron
una mayor reduccion para g@lupo tratadosolo concianamidatanto laactividad de la
ALDH como el consumo de etanol paragaelipotratado corcianamida o cianamida y 4-
MP fueron similares entre si y diferentes de la obtenida por el grupo control.
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Por otra parte, enlos tres grupos sebtuvo un valormositivo y elevadopara la
correlacion entre ingesta de etanol y actividad de la ALDH cerebral (r = 0.825).

Los resultados obtenidos podrian indicar que la acumulacién de AcH no es el factor
limitante de la ingesta de alcohol y no seria el responsablesderkesion de langesta de
alcohol obtenida tras la administracion de cianamida.

Ademas, si el enzima catalasa, al ejercer ddiader en la bioactivacion de la
cianamida, es tambiénhibido por la cianamida,esto sepodria traducir ergque no se
obtenga AcH central en la misma proporcion gimeesanhibicion lo cual supondria que
no existiera una concentracion suficiente de AcH para prodiesr efectos
psicofarmacolégicos de forma que los animales no beberian alcohol.

Como se ha presentado,elevacion ddos niveles ensangre de AcH naeria el
factor limitante de la ingsta de etanol ya que la administracion 4P previene la
acumulacion de AcH durante el metabolismo del etansbgbs 1975; SNCLAR Y
LiNDROS, 1981; Sivak Y AmiT, 1987). Porotra parte, la accion de la cianamidabre la
actividad de la ADH aumentdos niveles de AcH y disminuye Iagesta de etanol. Sin
embargo,con la administracion dd4-MP se producaina disminiciébn ddos niveles
periféricos de AcH pero esto no supone un aumento iegdata destanol,por lo tanto,
se podria afirmar que @anamida producana inhibicion de la ingesta de etanol que no
se debe a la acumulacién de AcH periférico.

En este sentiddps resultados obtenidos en legperimentos que integran esta
Tesis Doctoral son congruentesn este planteamientofavor deuna implicacion de la
ALDH y de la catalasa cerebrales en el metabolismo del etanol.

Asi, los experimentos realizados ponen de manifiesto la inhibicion que las
sustancias empleadas como inhibidores en tateajo ejercensobre la actividad
locomotora inducida por etanol. Ademas, por ptage, se obtienena inducciorclara de
esta locomocion cuando se adminidb@TC encombinacién comt-MP asi como un
aumento de la locomocidpor parte de la combinacién de cianamidadyMP. Estos
hechos son determinantes yme no soloproporcionarianevidencia y apoyo al
metabolismo central del etanubr parte de la catalasa y de l&[PH sino queademas
indicaria la mediacién del AcH en algunos de los efectos psicofarmacoldgicos del etanol.

Por otra parte, los resultados obtenidos con la conducta de ingettaaleindican
gue la supresion de la ingesta parte de la cianamida pareser un resultado de su
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accion inhibitoria directa sobre la actividad de la ALDH cerebral. Esta idea es apoyada por
los resultados que indican que el consumo de ald@maiuna correlaciéon mayor con la
actividad de la ADH en el cerebro que con &ctividad de la ADH hepética (AR,

1977; 1978a, b).

Estudios posteriores ¢SARANSKY Y OTROS 1984; SCARANSKY Y OTROS 1985) han
estudiado también el papel de la ALDH cerebral en la ingesta voluntaria de etanol en ratas.

En uno de estos estudioso(BrRANSKY Y OTROS 1984) seevaluarontres cepas
diferentes de ratatos resultadosndicaron una mayor correlacion entees niveles de
consumo de alcohol y la actividad de la ALDH cerebral que con la capacidad de la ALDH
hepatica para metabolizar aldehidalefas, selemostré que las diferencias en ALDH
cerebral no son producidas por la ingestaldehol,sino queson carateristicas genéticas
previas que pueden determinar la ingesta de etanol. Asi, los resultados de este experimento
confirmanlos obtenidosanteriormentgor otros autores sugiriendo urelacion directa
entre la actividad de la ALDH cerebral y el consumo de etamok(A977; 1978; MIR Y
STERN, 1978; $\CLAIR Y LINDROS, 1979).

Por otra parte, los estudios bioquimicasd&RANSKY Y OTROS 1985; SIvAK Y AMIT,
1987) de las formas subcelulares de la ALEdtebral indicaron unelevadacorrelacion
para las fracciones mitocondrial, de baja Km, y microsomal y la ingesta de etanol.

Ademas, la mediacion de laLBH cerebral en la regulacién debnsumo destanol
también ha sido determinada mediante episodios de bdludt (SPivak Y AmiT, 1987)
en una manipulacién gumplicaba tanto a la cianamida como4aMP. Los resultados
obtenidos indicaron quéos animales pretratados cocianamida consumieron una
cantidad mayor de etanol. Estos resultados ponen nuevamente de manifiggiodaion
de la ALDH ya que el AcHestaria tsminuido en elgrupo pretratado co-MP vy sin
embargo se datambién aumentos en la ingesta de fogquea la ALDH cerebralpodria
estar mediatizando el consumo de etanol mediante la reguladigsmrdecles centrales de
AcH (SNCLAIR Y LINDROS, 1981; $IvAK Y AMIT, 1987).

El papel de la ALDHcerebral se hpropuestdambién como enzimgue media la
actividad locomotora @vak Yy otros 1987b) y el CAS (Svak Yy otros 1987a). En el
primer caso se obtuvo una disminucion dexdtvidad locomotora ematas enlos dos
grupos pretratados cotianamida y en ebegundo estudidambién se obtuvo una
reduccion de la ingesta de sacaritespuégdel condicionamiento. Eambos casos se
plantea la implicacion directa de ld.BH ya que laacumulacion periférica de AcH esta
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reducida por la accion ddtMP vy lo que si es comunlas gruposevaluados etos dos
experimentos es la inhibicién de la ALDH cerebral por parte de la cianamida.

Por otra parte, los datos obtenidos en el experimento del CAS indicanaqa#ia
gue la cianamida ejerce sobre la actividad de la ALDH cerebral genera una potenciaciéon de
las propiedades farmacoldgicas de dosis bajas de etanol (0.4 g/kg), ya que @sestges
se obtiene CAS. Este resultado esta apoyamolos estudiogealizados con sujetos
humanos en los que se obtuvo que el pretratamiento con cianamida o disulfiran potenciaba
la accion euforizante de bajas dosis de etarm@\({B Y oTROS 1983).

En este sentiddps datos obtenidos con sujetos humanos apoyan los encontrados
en la investigacion animal.sA se haobtenido (KOECHLING Y oTROS 1995) que las
personas que tienen una historia familiar de alcoholismo) (fitdsentan mayactividad
de la catalasgue los sujetosontrol, que no tienen una historiamiliar de alcoholismo
(FH), encontrandose una relacion mayor entre catalasa e ingesta de alcohol para el primer
grupo (FH) frente a la obtenida para los sujetos JFH

Ademas, en funcion de una serie de estudios correlacionales, realizados con ratas sin
experiencia previa con el alcohol,REEON Y oTROS 1985b; AMIT Y ARAGON, 1988) en los
gue se han obtenido correlaciones positivas entietiiadad de la catalasa eangre y el
consumo posterior de etanol, se ha planteado la posibilidad dgetyigad de la catalasa
eritrocitaria sea un marcador biologico de la afinidad del organismo por ingerir alcohol.

Como se haiisto a partir deodos estosesultados, la manipulaci@nzimatica del
metabolismo del etanol mediante la alteraciomodeenzimas implicados en su oxidacion,
podria permitir afirmar n®olo laexistencia de un metabolismo central del etaiud
también, ymas importante siabe,determinar si es el AcH etsponsable de lefectos
psicofarmacolégicos del etanol.

Asimismo, se ha comprobado la ausencia, por parte dedgas erpleadas (4-MP,
AT, DDTC y cianamida), de efectsobre ladeambulacién espontanea s ratones,
hecho que hgermitido, por unaparte, su utilizaciorcomo sustanciasalidas en estas
interacciones ya que por si mismas no ejercen una accion que puedaaestatainante
paralos resultados obtenidos y, potra, mostrarian su efecto especificamesatere la
induccién que el etanol ejerce sobre la actividad locomotora.
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Asi, desde esta Tesis Doctoral se propone quo@tapulacion enzimatica realizada
sobre lacatalasa y la ADH asicomo los resultados obtenidospartir deella apuntan
claramente hacia un metabolismo central del etanol med@mdambosenzimas al mismo
tiempo que indicaria la implicacion del AcH enalgunas de las acciones
psicofarmacoldgicas del etanol.

Sin embargo, la sugerencia dae el AcHpodria mediafas acciones centrales del
etanol encontré dificultades debido a das multiples intentos de&letectar o medir la
presencia de AcH en el cerebro tras la exposicion al etanol han presentado resultados poco
claros (RikssoN 1980). Sinembargo, habrigue tener en cuenta que la ausencia de una
demostracion concluyentobre lapresencia de cantidades apreciables de AcH en el
cerebro, no elimina lposibilidad de que alguna cantidad de AcH ocuiada oxidacion
periférica o central.

De este modo, la existencia de un metabolismo central del etanol est4 condicionada
por una serie de criticas entre las que destacan, como se ya se ha expuesto, la deteccién de
concentraciones muy bajas de AcH en el cerebro tras la ingesta de cantidades normales de
etanol (Riksson 1980), la diferencia entre el metabolismo hepatico y central del etanol
(EckaARD Y OTROS 1998) y labarreraenzimatica cerebral al Ackbrmadapor la ALDH
(SPPEL, 1974; AVATKIN , 1990; 1991), de tal forma que el cerebstarigprotegido de ese
AcH formado en la periferia del organismo, en concentraciones moderadas, que pudiera
escapar del higado.

En este sentido, uno de los problemas mas importantes, (H996)para asignarle
al AcH un papel en las acciones centrales del etansiidbaque noexistendrogas que
actien especificamensebre elmetabolismo del AcH provocando en esteblogueo de
su posible accién.

En funcién de laanterior, este trabajo ha tratado de acercarse al metabolismo del
AcH desde su formacion y siegradacion, para, ademégterminar de este modo la
localizacion de este proceso.

En este sentido, varios autoresnflros 1978; ARAGON Y OTROS 1986; MITH Y
OTROS 1997; ZVATKIN Y DEITRICH, 1997) han cuestionado p@stura que defiende que es
el etanol por si mismo el responsabldageefectos psicofarmacoldgicos que se observan
tras la administracién sadministracion, planteando geeriacon mayor probabilidad el
AcH la sustancia que mediaria esas acciones.
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En apoyo de estdea, se hanformado de la existencia de propiedades reforzantes
por parte del AcH. En esteentido se sabe que lasimales se autoadministran AcH,
mediante una respuesta operante, directamente en los ventriculos cerebrales a través de una
ruta intracerebroventricular (i.c.v.), obteniendo una correlaciéon positivaematreespuesta
y la ingesta posterior de etanoR@vN Y 0TROS 1978; 1979; 1980), el mismo resultado se
ha obtenido con inyecciones intravenosasgid Yy oTros 1982). A, se haobtenido que
las infusiones.c.v. aumentan etonsumo deestanol en ratas (MRs Y VEALE, 1969) y
correlaciona con la preferenciar®vN Y oTRos 1980) y el consumo posterior é&nol
(AmiTY SwiITH, 1985), esta autoadministracion se ha observado también a trawés da
periférica, como la intravenosaN& Y oTRos 1977a). Tambiéncon autoinyecciones de
AcH en la vena yugular se ha obtenido un aumento en el consumo posterior de alcohol en
ratas (MERS Y SNGER, 1984).

Otro de los paradigmas utilizados, par&\aluacion ddas propiedades reforzantes
del AcH, hasido lapreferencia de lugamplace preference)en el que administraciones
repetidas de microinfusionés.v. de AcH en ratagyrodujeron uncondicionamiento de
preferencia de lugdICPL) (SwTH Y oTROs 1984). Posteriormente, dutoadministracion
en losventriculoscerebrales de AcH sirvié para que las ratas aprendieran una respuesta
operante (Aut vy SwiTtH, 1985) mientas que no se obtuvieron diferencias con las
respuestas obtenidas para etanol y salina.

En funcion de estos resultados, se podria afirmar que el AcH puede actuar como un
reforzador positivacentral (AT v oTros 1977a) y estaimplicado en la iniciacion y
mantenimiento detonsumo de etanol. Por el contrario, a npeiférico, un aumento en
su concentracion actuaria como un elemento preventivo en el consumo excesivo de etanol.

Desde los estudios con humanosa(Ey Y oTros 1980; AT Y oTros 1980;
BrowN Y 0TR0$1983) también se han obtenido indicios de las propiedades reforzantes del
AcH. Asi, apartir del pretratamiento sujetos humanos carianamida o disulfiran junto
con la ingesta posterior de pequefias cantidadestash®l se obtuvieron una serie de
informes relacionados con efectagradablesasi como un aurméo de la euforia y el
humor inducidos por etanol wN Y 0TR0$1983), estos resultados son mas probables en
el grupo pretratado con TempogiAMIT Y OTROS, 1980).

La idea del AcH como sustancia psicoactiva se ha re$tozada coros resultados
de los experimentos realizados en conductas como actividad locomatacdNA OTROS
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1991a; ECARABAJAL Y OTROS 1999), narcosis y letalidad RAGON Y AmIT, 1987; TAMPIER
Y OTROS 1988; ARAGON Y OTROS 1991b) y CAS (BowN Y OTROS 1978; ARAGON Y OTROS
1985a, 1986) entre otras.

También, los experimentos realizados con cepas de ratones normales vy
acatalasémicos @AGON Y oTRos 1992b)arrojan resultados en esentido, ya que se
obtiene una mayoactividad locomotora, etodas lasdosis deetanol utilizadas, en los
ratones normales frente a los acatalasémicos.

De nuevo, los datos sugieren que los efectos reforzantes atribuidos al etanol pueden
estar mediados por su metabolito, el AcH.

Ademas, como ya sexpuso en laintroduccion teoricahay, por una parte,
numerosas pruebas {MENNA Y OTROS 1976; QuNT Y DE Duve, 1976; ARNOLD Y
HoLtzmAN, 1978; BRANNAN Y OTROS 1981; KoivuLA Y OTROS, 1981; NOUE Y LINDROS, 1982;
ASPBERG YTOTTMAR, 1994; AMATKIN Y OTROS 1992; ASPBERG YOTROS 1993; AMATKIN Y
LiNnDROS, 1996; HwBY-MASON Y oTROS 1997) de laexistencia anivel central de los
sistemasenzimaticos necesarios para el metabolisigloetanol en el cerebro gor otra,
de la importancia del AcH ealgunos de lo®fectos psicofarmacolégicos detanol
(LINDROS, 1978; ARRAGON Y OTROS 1986; $IITH Y OTROS, 1997; AMATKIN Y DEITRICH, 1997).

A modo de conclusiénlos resultados @ontrados, en otragvestigaciones asi
como los obtenidos en ladiferentes experimentos que forman parte de esta Tesis
Doctoral, apoyarian la idea de una oxidacion central del et@nlalactividad peroxidativa
de la catalasa junto con la accion del isozima Al.Dtitocondrial de baja Km yodrian,
indirectamente, dar apoyo a la implicacion de la formacién central de AcH en la mediacion
de los efectos psicofarmacoldgicos y reforzadores del etanol.

A continuacién se presenta un apartado integpmounaserie de conclusiones
globales que se pueden extraer de este trabajo.
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1. CONCLUSIONES GLOBALES.

Aunque a lo largo de la discusion general se han ido comentando y analizando las
conclusiones de este trabajo, en este apartado se realiza una sintesis con el objetivo de
facilitar y proporcionar una vision global de las mismas. Las conclusiones serian las
siguientes:

1- La administracion de las sustancias empleadas en los estudios que componen esta
Tesis Doctoral, como AT, 4-MP, DDTC y cianamida, a las dosis utilizadas, no tiene ningun
efecto sobre la deambulacion espontanea de los ratones en un campo abierto.

2- La administracion de AT produce una reduccion o bloqueo de la actividad
locomotora inducida por etanol que es dependiente de la dosis de AT.

3- Por otra parte, el AT produce una inhibicidn de la actividad de la catalasa cerebral
que también es dependiente de la dosis de inhibidor administrada.

4- Ademaés, se obtiene una correlacion elevada y positiva entre los dos efectos
comentados anteriormente.

5- Por otro lado, la administracion de DDTC o cianamida, produce una reduccién o
bloqueo en la actividad locomotora inducida por etanol que es dependiente de la dosis de
inhibidor administrada.

6- La administracion combinada de 4-MP y DDTC supone un aumento
estadisticamente significativo de la actividad locomotora inducida por el etanol en ratones.

7- La administracion conjunta de 4-MP y cianamida anula el efecto inhibitorio que la
cianamida ejerce sobre la actividad locomotora inducida por etanol.

8- Las diferencias encontradas en el patrén de conducta que se obtiene tras la
administracion de 4-MP junto los mencionados inhibidores —-DDTC y cianamida— podria
deberse a la accion inhibitoria diferencial que ejercen estas sustancias. Asi, mientras que el
DDTC inhibe solo la actividad del enzima ALDH la cianamida ejerce su efecto inhibitorio
tanto sobre la actividad de la ALDH como sobre la actividad del enzima catalasa.
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9- La inocuidad de estas sustangiasiria indicarque dado que nafectan a la
actividad locomotora espontanea la accion que se observa tras su administrasianase
produciendo sobre circuitasplicados en la mediacién de las conductas inducidas por
etanol.

10- Todas estas sustancias podrian ejercer estos efé@vdsade su accion en los
sistemas enzimaticos catalasa y ALDH cerebrales.

11- Laimplicacion delos enzimas encargados tanto de la formaciébn como de la
degradacion del AcH en las conductas inducjlas el etanol daria deforma indirecta,
apoyo a la idea de una mediacion del AcH en algunas de las acciones psicofarmacoldgicas
inducidas por el etanol, en este caso, la actividad locomotora.

201



APENDICE: ESQUEMAS Y FIGURAS



Apéndice. Metabolismo del etanol

METABOLISMO DEL ETANOL
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Apéndice. Accion del 3-amino-1,2,4-triazol (AT)

3-AMINO-1,2,4-TRIAZOL (AT) *

Nivel periférico (Higado)

ETANOL > ACETALDEHIDO > ACETATO
ADH ALDH

Nivel central (Cerebro)

ETANOL > ACETALDEHIDO > ACETATO
catalasa ALDH

! La inhibicién de la actividad enzimética se ha representado mediante la presentacion del enzima con el nombre tachado. Se ha seguido este mismo criterio en los
sucesivsquemas.
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Apéndice. Accion del 3-amino-1,2,4-triazol (AT)

295



Apéndice. Accion del 3-amino-1,2,4-triazol (AT)

4-METILPIRAZOL (4-MP)

Nivel periférico (Higado)

ETANOL > ACETALDEHIDO > ACETATO
ADH ALDH

Nivel central (Cerebro)

ETANOL > ACETALDEHIDO > ACETATO
catalasa ALDH
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Apéndice. Accion del acido dietilditiocarbamato (DDTC)

ACIDO DIETILDITHIOCARBAMATO (DDTC)
Nivel periférico (Higado)

ETANOL > ACETALDEHIDO > ACETATO
ADH ALDH

Nivel central (Cerebro)

ETANOL > ACETALDEHIDO > ACETATO
catalasa ALDH
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Apéndice. Accion de la administracion conjunta de DDTC y 4-MP

ACIDO DIETILDITHIOCARBAMATO (DDTC) + 4-METILPIRAZOL (4-MP)
Nivel periférico (Higado)

ETANOL > ACETALDEHIDO > ACETATO

Nivel central (Cerebro)

ETANOL > ACETALDEHIDO > ACETATO
catalasa ALDH
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Apéndice. Accion de la cianamida

CIANAMIDA

Nivel periférico (Higado)

ETANOL > ACETALDEHIDO > ACETATO
ADH ALDH

Nivel central (Cerebro)

ETANOL > ACETALDEHIDO > ACETATO
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Apéndice. Accidn de la administracion conjunta de cianamida y 4-MP

CIANAMIDA + 4-METILPIRAZOL (4-MP)

Nivel periférico (Higado)

ETANOL > ACETALDEHIDO > ACETATO

Nivel central (Cerebro)

ETANOL > ACETALDEHIDO > ACETATO
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Apéndice. Comparacion de la accion de DDTC o cianamida y 4-MP

——  Salina-4-MP-Etanol
250 + ——&———  DDTC-4-MP-Etanol

Cianamida-4-MP-Etanol

200 4
S @
28
g £ 150 -
S IS
29
] 7]
T € 100
<o

50 4

O 1 1 1 1 1 0

0.0 0.8 1.6 2.4 3.2 4.0
Etanol (g/kg)

Fig. 15: Efecto del tratamiento combinado con DDTC o cianamida y 4-MP sobre la actividad locomotora
inducida por etanol. Los ratones fueron pretratados i.p. con DDTC (0, 114, 228, 456 mg/kg), cianamida (O,
12.5, 25, 50 mg/kg) o salina, ocho horas o dos horas antes del tratamiento con etanol (0, 0.8, 1.6, 2.4,
3.2, 4 g/kg).

Los datos representan las medias y los errores estandar.
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SIGLAS Y ABREVIATURAS

4-MP

5-HT

AcH

ADH

ALDH

AT

BAS o NES

CAS

CcC

CCC

CPL

DA

DBH

DMC

DDTC

DDTC-Me

DDTC-Me sulfine

4-metilpirazol.

5-hidroxitriptofano o serotonina.

acetaldehido.

alcohol deshidrogenasa.

aldehido deshidrogenasa.

3-amino-1,2,4-triazole.

nieles de etanol en sangre.

condicionamiento de aversion al sabor.

cianamida de calcio.

cianamida de calcio citrada.

condicionamiento de preferencia de lugar.

dopamina.

dopaminaB-hidroxilasa.

dimetilcianamida.

acido dietildithiocarbamato.

éster metilo de dietildithiocarabamato.

metilo de dietildithiocarbamato sulfine.
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DDTC-Me sulfone

DDTC-Me sulfoxide

DETC-Me

DETC-MeSO

DMC

DOPAL

El

E2

FMO

H,0,

HPC

IC.,

i.C.v.

ID,,

Ki

Km

metilo de dietildithiocarbamato sulfone.

metilo de dietildithiocarbamato sulfoxide.

éster metilo S-metilo-N,N-dietilthiolcarbamato.

S-metilo-N,N-dietilthiolcarbamato sulfoxide.

dimetilcianamida.

3.,4dihidroxifenilacetaldehido.

isozima de la clase |.

isozima de la clase Il.

monooxigenasas que contienen flavienzimas.

peroxido de hidrégeno.

hidroperdxido cumene.

concentracion que genera el 50% de inhibicion.

administracion intracerebroventricular.

dosis que genera el 50% de inhibicién.

administracion intraperitoneal.

administracion intraventricular.

constante de inhibicion.

constante de afinidad o constante de Michaelis.
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LD,

MAO

NA

NAD

NAD

NADHP

NBI

NES

NOI

p.o.

PB

RAC

REC

RED

REN

SNC

S.C.

TG

dosis letal para el 50% de la muestra.

monoamino oxidasa.

noradrenalina.

nicotinamida-adenin-dinucledétido.

nicotinamida-adenin-dinucledtido reducido.

nicotinamida-adenin-dinucleétido reducido fosfato.

1-benzilimidazol.

niveles de etanol en sangre.

N-octilimidazol.

administracién oral.

fenobarbital.

respuesta acetaldehido-cianamida.

respuesta etanol-cianamida.

respuesta etanol-disulfiran.

respuesta etanol-nitrefazol.

sistema nervioso central.

administracion subcutanea.

triglicéridos.
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Siglas y abreviaturas

THP tetrahidropapaverolinas.
THIQ tetrahidroisoquinolinas.
Vv velocidad méxima.

max
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