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RESUMEN

El alcohol etilico es la sustancia psicoactiva méas utilizada en el mundo después de la
cafeina. Su consumo excesivo 0 cronico esta asociado a numerosos procesos degenerativos e
inflamatorios en el SNC, ademés de provocar un efecto depresor sobre diversos centros
nerviosos inhibidores. En este sentido, parece ser que los procesos neurodegenerativos que
ocurren en el SNC estan causados por varios mecanismos. Por un lado, pueden ocurrir
deficiencias energéticas, a las que el SNC es especialmente vulnerable debido al alto
metabolismo que desarrollan las neuronas y a su baja capacidad de almacenamiento de sustratos
ricos en energia. Por tanto, fallos en la capacidad de las neuronas para mantener los niveles
normales de energia o la simple necesidad de responder rdpidamente a un mayor requerimiento
de la misma, pueden disminuir la viabilidad neuronal. También, la hiperactividad de los
neurotransmisores acidicos (Glu y Asp) conduce a que estas sustancias actlen como potentes
toxinas enddgenas, originando degeneracién y muerte neuronal. Por Gltimo, la participacion de
los radicales libres originados como consecuencia del metabolismo (estrés oxidativo) es causa
de gran importancia en los procesos neurodegenerativos, ya que provocan entre otros
fendmenos, la peroxidacion de los lipidos de las membranas celulares, alterando su estructura y
provocando la muerte celular. Este conjunto de mecanismos no son excluyentes, sino que
parecen compartir un proceso Ultimo, responsable del desarrollo de los procesos de

degeneracion, y que es el aumento excesivo de niveles de calcio libre citosolico.

En cualquier caso, y aparte de estos efectos degenerativos, la diversidad de efectos
bioquimicos y del comportamiento inducidos por el alcohol, sugieren que este actla a distintos
niveles del SNC. Aunque muchos estudios se han centrado en la capacidad del alcohol para
modificar de forma inespecifica la fluidez de las membranas y alterar la funcion de las proteinas
que se insertan en ellas, existe un interés emergente en conocer el papel de las rutas
neuroquimicas y los sistemas neurotransmisores/neuromoduladores implicados en esta adiccion,
ya que no se conoce bien como actua el alcohol a nivel del SNC, ni la naturaleza exacta del
alcoholismo como proceso patologico. Las AP son enzimas que hidrolizan uniones peptidicas
cercanas al terminal amino de péptidos y polipéptidos y son consideradas como una de las
principales vias de inactivacién de los neuropéptidos y de la formacidén de péptidos activos
mediante la hidrdlisis de sus precursores. Las variaciones en las distintas actividades AP son
importantes porque reflejan el estado funcional de sus correspondientes sustratos, pertenecientes
a diversos sistemas neurotransmisores/neuromoduladores. Asi, la AlaAP y LeuAP junto con la
TyrAP, pueden hidrolizar bradicininas, encefalinas y pueden tener incluso actividad
angiotensinasa. La ArgAP se ha implicado en el metabolismo de la Met-encefalina y la Ang Ill.

La CysAP hidroliza oxitocina y vasopresina. La AspAP y GIUAP tienen como sustratos



fisioldgicos la Ang Il ademas de modificar el recambio de los aminoacidos excitadores.
Finalmente, la pGIUAP esta involucrada en la regulaciéon de distintos sustratos enddgenos, en

especial, la TRH.

En base a estos datos, en la presente Tesis Doctoral se ha planteado estudiar que
capacidad tiene el alcohol etilico de producir neurodegeneracion, analizando su capacidad de
modificar los niveles normales de obtencion de energia a nivel mitocondrial, o de provocar
estrés oxidativo, analizando la produccion de radicales libres generados durante el metabolismo
normal, el grado de peroxidacion lipidica y la formacion de grupos carbonilo por oxidacion de
las proteinas celulares. Ademas, se plantea el estudio de la capacidad del alcohol etilico de
modificar la actividad de los enzimas proteoliticos del tipo de las AP, encargadas de la
inactivacion de diversos neuropéptidos, como los péptidos opiaceos, oxitocina, vasopresina,
TRH o los peéptidos del SRA cerebral, y valorar la participacién de estos sistemas
neurotransmisores/neuromoduladores en los efectos inducidos por el alcohol. De este modo se
puede comprobar ademas la existencia 0 no de correlaciones entre las actividades AP y los
procesos degenerativos inducidos por el etanol. Por dltimo, se pretende analizar el papel que

tiene el i6n calcio en el desarrollo de estos procesos.
Para ello, se han llevado a cabo los siguientes experimentos:

1. Estudio del efecto del etanol, bien afiadido in vitro, bien administrado
in vivo, sobre la actividad mitocondrial de sinaptosomas en
condiciones basales o tras despolarizacion con altas concentraciones

de K", en un medio de incubacion con calcio o libre de calcio.

2. Estudio del efecto del etanol, bien afiadido in vitro, bien administrado
in vivo, sobre la produccion de radicales libres en sinaptosomas, en
condiciones basales o tras despolarizacion con altas concentraciones

de K", en un medio de incubacién con calcio o libre de calcio.

3. Estudio del efecto del etanol, bien afiadido in vitro, bien administrado
in vivo, sobre el nivel de peroxidacién lipidica en sinaptosomas, en
condiciones basales o tras despolarizacion con altas concentraciones

de K*, en un medio de incubacién con calcio o libre de calcio.

4.  Estudio del efecto del etanol, bien afadido in vitro, bien administrado
in vivo, sobre el nivel de oxidacion de proteinas de sinaptosomas en
condiciones basales o tras despolarizacion con altas concentraciones

de K", en un medio de incubacién con calcio o libre de calcio.



Estudio del efecto del etanol, bien afiadido in vitro, bien administrado
in vivo, sobre la actividad especifica de un amplio espectro de
actividades AP (AlaAP, ArgAP, CysAP, AspAP, GIuAP, pGIuAP,
LeuAP y TyrAP) en sinaptosomas y en su medio de incubacién, en
condiciones basales o tras despolarizacion con altas concentraciones

de K", en un medio de incubacién con calcio o libre de calcio.

El analisis de los resultados nos permite concluir que:

1.

El andlisis de las actividades AP es importante porque refleja el
estado funcional de sus correspondientes sustratos enddgenos, los
cuales tienen importantes funciones en diversos sistemas

neurotransmisores/neuromoduladores.

El alcohol tiene la capacidad de modular la actividad de diversas AP
de corteza cerebral de raton en situaciones basales y despolarizantes,
tanto in vitro como in vivo y en distinta direccion dependiendo del
enzima analizado y de la presencia o0 no de calcio en el medio de
incubacion. Las diferencias observadas en la calcio-dependencia
entre las distintas actividades AP pueden deberse a la redistribucién
intracelular del calcio inducida por alcohol, independientemente de la
presencia 0 no de calcio en el medio de incubacion. El incremento de
actividad AP observado en condiciones despolarizantes, puede ser el
resultado de la liberacion de estos enzimas al medio de incubacién,
sugiriendo que tanto los péptidos activos como los enzimas que los
degradan pueden ser liberados juntos a la hendidura sinaptica para
regular la funcién neurotransmisora/neuromoduladora de dichos

péptidos.

La administracion in vitro de alcohol, este no provoca signos
importantes de neurodegeneracion. Sin embargo, la ingesta in vivo de
alcohol provoca algunos signos de toxicidad que quedan
evidenciados por la alteracion de diversos pardmetros del estrés
oxidativo. No obstante, la capacidad moduladora del alcohol sobre la
actividad de las AP no parece estar relacionada con fendmenos
neurotoxicos inducidos por la administracion in vitro o la ingesta in

vivo de alcohol.



Los cambios en la actividad AP, obtenidos tras la administracion in
vitro o la ingesta in vivo de alcohol, pueden ser consecuencia del
efecto directo del alcohol o de sus metabolitos, bien sobre los
constituyentes de las membranas sinaptosomales, en las que ocurriria
una perturbacion fisica de la matriz lipidica, bien sobre las propias
AP. Estos enzimas pueden formar parte del grupo de proteinas diana
denominadas Elementos Receptivos para el Alcohol (ERA), del
mismo modo que se ha descrito para otros complejos proteicos de
membrana como los canales ionicos operados por ligando y otras
proteinas implicadas en procesos neuronales de trasduccion de

sefales.

Los efectos de la administracién in vitro o la ingesta in vivo de
alcohol sobre las actividades AP indican que diversos neuropéptidos,
como los péptidos opiaceos, oxitocina, vasopresina, TRH o los
péptidos del SRA cerebral, pueden estar implicados en los complejos
mecanismos de accion del alcohol sobre el sistema nervioso,
incluyendo los procesos de tolerancia y dependencia, y que esta
participacion puede estar mediada por las modificaciones inducidas
en los sistemas enzimaticos encargados de regular la actividad de

dichos neuropéptidos, actuando a nivel de sus procesos degradativos.

Los efectos del alcohol sobre el sistema nervioso son la suma de las
interacciones de diversos sistemas neurotransmisores/
neuromoduladores. La contribucién diferencial de cada sistema a
estos efectos varia con la concentracién de alcohol. Esto puede
constituir la base neuroquimica del comportamiento diferencial de las
actividades AP inducido por la administracion in vitro o la ingesta in

vivo de alcohol.



ABSTRACT

Ethanol represents the most frequently used psychoactive drug in our society. Besides
its well known depressor effect on several inhibitory nervous centres, chronic or acute ethanol
consumption is associated with several degenerative and inflammatory disorders in the CNS. In
this way, three main mechanisms are responsible for neurodegenerative processes affecting the
CNS. The first is based on the existence of errors associated with the pathways responsible for
cell energy metabolism. Secondly, there is a formation of free radicals for different reasons.
Finally, there is hyperactivity of amino-acid neurotransmitters (Glu and Asp), which make that
these substances work as strong endogenous toxins, causing neurodegeneration. However, these
three mechanisms which induce degeneration and neurone death seem to share a common
factor: the increase in free calcium levels in the cytosol. Apart form these degenerative effects,
the diversity of biochemical and behavioral effects which are induced by ethanol, suggest that
ethanol acts at different levels on the CNS. Most of the studies have been focused on the ethanol
ability to modify inespecifically the fluidity of membranes, impairing a variety of membrane-
bound functions, but there is an emergent interest to study the role of neurochemical routes and

the neurotransmitter/neuromodulatory systems involved in this adicction.

Either the effect of ethanol on CNS or the exact nature of alcoholism as pathological

process are not well understood.

Aminopeptidases (AP) are zinc metalloenzymes that hydrolyze peptide bonds near the
N-terminal end of peptides and polypeptides. AP are considered one of the main pathways to
neuropeptide disactivation and/or to active peptide formation by the hydrolysis of their
precursors. Changes on AP activities reflect the functional status of their corresponding

endogenous substrates, which belong to several neurotransmitter/neuromodulatory systems.

Aminopeptidase M (alanyl aminopeptidase, AlaAP, and leucyl aminopeptidase, LeuAP)
and tyrosyl aminopeptidase (TyrAP, enkephalinase) may hydrolyze bradykinins, enkephalins
and may also work as angiotensinases. Arginyl aminopeptidase (ArgAP, aminopeptidase B) is
involved in the metabolism of methionine-enkephalin and angiotensin 1ll. Cystyl
aminopeptidase (CysAP) hydrolyzes oxytocin and vasopressin. Aminopeptidase A (aspartyl
aminopeptidase, AspAP, and glutamyl aminopeptidase, GIUAP) exerts angiotensinase activity.
This enzyme may also modify the free amino acid pool through the release of N-terminal acidic
aminoacids. Finally, pyroglutamyl aminopeptidase (pGIUAP) removes N-terminal residues from

peptides such as TRH in a highly selective manner.

In accordance to this, in the present work we have studied how ethanol produce

neurodegeneration assaying the ability of ethanol to modify mitochondrial activity or the ability



for leading to changes on the normal level of free radical generation, protein oxidation and lipid
peroxidation. We have studied too the ability of ethanol to modify the AP activities, which are
in charge of the inactivation of several neuropeptides (opioid peptides, oxytocin, vasopressin,
TRH or brain renin-angiotensin  system peptides), and the role of these
neurotransmitter/neuromodulatory systems on the ethanol effects. In this way we can
corroborate if there is a correlation between AP activities and neurodegenerative processes.
Finally, we wanted to analyze the role of Ca’* in the development of these processes.

Experimental procedures were as follow:

1.  Effects of ethanol on in vitro or in vivo mitochondrial activity of
synaptosomes in basal or K'-stimulated conditions, in a Ca**-

containing or Ca**-free aCSF.

2.  Effects of ethanol on in vitro or in vivo free radical generation of
synaptosomes in basal or K'-stimulated conditions, in a Ca**-

containing or Ca**-free aCSF.

3. Effects of ethanol on in vitro or in vivo lipid peroxidation level of
synaptosomes in basal or K'-stimulated conditions, in a Ca**-

containing or Ca**-free aCSF.

4.  Effects of ethanol on in vitro or in vivo protein oxidation level of
synaptosomes in basal or K'-stimulated conditions, in a Ca**-

containing or Ca**-free aCSF.

5. Effects of ethanol on in vitro or in vivo AP activities (AlaAP, ArgAP,
CysAP, AspAP, GIuAP, pGIuAP, LeuAP and TyrAP) of
synaptosomes and their incubation medium in basal or K*-stimulated

conditions, in a Ca**-containing or Ca**-free aCSF.
We can conclude:

1. Changes on AP activities induced by ethanol are important as they
may reflect the functional status of their corresponding endogenous
substrates, which have important functions in several

neurotransmitter/neuromodulatory systems.

2. Ethanol modifies differently mouse frontal cortex AP activities at the
synapse level in basal (resting) and K*-stimulated conditions, after in

vitro or in vivo administration, depending on the presence or absence



of Ca®*. Differences on calcium dependence of AP activities may be
due to intracellular Ca®* redistribution, which is induced by ethanol in
a independet way to the presence or absence of Ca**. The increase of
AP activities in K*-stimulated conditions may probably be the result
of the release of the enzymes from the synaptosomes to the
incubation medium. This could indicate that active peptides and their
degrading peptidases may be released together in to the synaptic cleft
in order to regulate the neurotransmitter/neuromodulatory function of

these peptides.

In vitro ethanol administration does not produce important
neurodegenerative signs. But after in vivo administration, ethanol
induces little signs of toxicity. The modulatory effect of ethanol on
AP activities seems not to be related to neurotoxicity which is

induced by in vitro or in vivo ethanol administration.

The modulatory changes of ethanol on AP activities, after in vitro or
in vivo ethanol administration, may be due to a direct effect of
ethanol and/or its metabolites on AP activities or to their effects on
the AP or on the constituents of synaptosomal membranes, where it
would be possible a physical perturbation of the lipid matrix of
neuronal membranes, possibly leading to changes in the activity of
membrane-bound proteins. AP might be considered among a group of
proteins called "Receptive Elements for Ethanol” (REE). Among
these REE are multisubunits, membrane-bound proteins involved in

neuronal signal transduction processes.

Ethanol may modulate the function of several active peptides that act
in the CNS (opioid peptides, oxytocin, vasopressin, TRH or brain
renin-angiotensin system), through the enzymes involved in their
degradation, probably as a result of the complex interactions between
ethanol and the CNS neurotransmitter/neuromodulatory systems, that

are involved in ethanol tolerance and/or dependence.

Ethanol effects on the CNS are the sum of specific interactions with
multiple neurotransmitter/neuromodulatory systems. The differential
contribution of each neurotransmitter/neuromodulatory system

depends on the ethanol concentration. This might constitute the



neurochemical basis for the differential behaviour of the AP activities

that is induced by the in vitro or in vivo ethanol administration.
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INTRODUCCION

1. ENZIMAS PROTEOLITICOS.

1.1. INTRODUCCION.

Los enzimas proteoliticos son aquéllos que catalizan la hidrdlisis de los
enlaces peptidicos. Existen varios términos que, aunque tuvieron minimas diferencias
de significado (Barrett y McDonald, 1986), hoy se usan indistintamente junto al de
enzimas proteoliticos, y son proteasas,

proteinasas y peptidasas (Barrett et al.,
1998). Plano del enlace &

peptidico

Desde un punto de vista
quimico, un enlace peptidico (figura
L1.1.) esun enlace amido establecido
entre el grupo a-carboxilico de un
aminoacido y el grupo a-amino del
siguiente aminodcido de una cadena Q
polipeptidica (con pérdida de una Cadena lateral
molécula de agua). Los enzimas que
catalizan la ruptura hidrolitica de este

v ‘
enlace se denominan hidrolasas, segun e

la Lista de la Comision de Enzimas Plano del enlace
(EC) (Webb, 1993). Carbono « peptidico

Figura 1.1.1.. Esquema de un enlace peptidico
Esta primera lista, ysurepresentacién tridimensional.

principalmente la parte encargada de las

peptidasas (perteneciente a la clase 3, subclase 3.4.), ha experimentado la mayor
revision, basada en las recomendaciones de un grupo de expertos del Comité de
Nomenclatura de la Unioén de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB), que
todavia hoy sigue en ello (www.chem.qmw.ac.uk/iubmb/enzyme.html). Ademas, por
si queda la posibilidad de que hubiese limitaciones con la clasificacion, para algunos
de los enzimas aparece la clasificacion denominada MEROPS, que asigna las
peptidasas a familias en base a las similitudes de la secuencia de aminoacidos, y de
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acuerdo a la estructura tridimensional los grupos de familias forman clanes (Barrett
et al., 1998).

Uno de los temas al que se ha dedicado gran parte de la investigacion
cientifica en los ultimos afios, ha sido el estudio del metabolismo proteico. El
conocimiento de la maquinaria encargada de sintetizar proteinas (el anabolismo
proteico), desde el proceso de transcripcion del material genético hasta el mecanismo
de traduccion a nivel ribosomal, junto con las complejas modificaciones
posttraduccionales, constituye un cuerpo de doctrina perfectamente coherente y
sobradamente contrastado. Sin embargo, los procesos por los que las proteinas son
nuevamente reducidas a sus pilares basicos, asi como los mecanismos que regulan
el catabolismo proteico, constituyen una laguna a pesar de que también se ha
dedicado a este tema una considerable proporcion de investigacion experimental.

Todo lo que hoy se sabe sobre la degradacion proteica se reduce al
conocimiento de un determinado nimero de enzimas, ampliamente distribuidos en
la naturaleza, con capacidad de catalizar la hidrolisis de los enlaces peptidicos. Por
otra parte, y a diferencia de los procesos anabdlicos proteicos, todo este conocimiento
se agrupa en una serie de datos que no presentan un nexo que interrelacione la
actividad de unos enzimas con otros, ni con el resto del metabolismo celular, por lo
que no se tiene aun un marco general donde pueda describirse una teoria del
catabolismo proteico como un conjunto coherente de datos.

1.2. CLASIFICACION.

Aunque actualmente resulte demasiado simplificado, clasicamente los
enzimas proteoliticos se dividieron en exopeptidasas y endopeptidasas. Los primeros
hidrolizan enlaces proximos (uno o dos residuos) a los extremos amino- o carboxi-
terminales (N- o C-terminal, respectivamente) de la cadena polipeptidica, mientras
que las endopeptidasas actuarian sobre enlaces distantes de los extremos de la
cadena.

Dado que la especificidad de muchos de estos enzimas resulta demasiado
compleja, debido a la existencia de enzimas con actividad exo- y endopeptidasa,
(Singh y Kalnitsky, 1980) y ante la aparicion de peptidasas que forman parte de
complejos multicataliticos (Tsukahara et al., 1988), siempre habria que referirse a
que un determinado enzima tiene una “actividad peptidasa” concreta, mas que a que
sea una peptidasa. En el presente trabajo se utilizard indistintamente una u otra
terminologia aun siendo conscientes de este problema de nomenclatura. Ademas, la
nomenclatura de las peptidasas es dificultosa, la especificidad es dificil de definir
dependiendo de la naturaleza de varios de los residuos aminoacidicos del enlace

Pagina 4



INTRODUCCION

peptidico a hidrolizar y también de la conformacion de la cadena polipeptidica
sustrato.

La IUBMB clasifico a los enzimas proteoliticos en cinco clases o familias
basandose en la comparacion de sus centros activos, mecanismo de accion y
estructura tridimensional. Cada familia tiene un conjunto caracteristico de residuos
aminoacidicos dispuestos en una configuracion peculiar para formar el sitio activo.
Ademas, cada clase de enzimas posee inhibidores caracteristicos, lo que permite su
clasificacion dentro de un determinado grupo. Se cree que los miembros de cada
familia descienden de una forma comun ancestral por evolucion divergente. Existen
otros enzimas proteoliticos, actualmente aislados e identificados, que no pueden ser
incluidos en esta clasificacion hasta que no sea conocida la naturaleza de su centro
activo y sumecanismo de accion (Barrett ef al., 1998). Estas cinco clases de enzimas
proteoliticos basados en la naturaleza de los grupos responsables de la catalisis son:

. Serina-peptidasas. Contienen al menos un resto de serina (Ser) en su centro
activoy son inhibidas especificamente por di-isopropil-fosfofluoridato. Entre
ellas citar tripsina, Leu-endopeptidasa (Leu: leucina) o ProAP (Pro: prolina;
AP: aminopeptidasa).

. Cisteina-peptidasas. Caracterizadas por poseer un grupo tiol (-SH) del
aminodcido cisteina (Cys) en su centro activo. Activadas por ditiotreitol
(DTT) e inhibidas por 4-cloromercuribenzoato. Entre ellas se encuentran
pGlu-peptidasa I (pGlu: piroglutamato) y Gly-endopeptidasa (Gly: glicina).

. Aspartico-peptidasas. Poseen un grupo carboxilico (usualmente del aspartato
(Asp)) en su centro activo y son inhibidas por pepstatina. Como ejemplos
renina y pepsina.

. Metalo-peptidasas. Caracterizadas por tener uno o dos iones metalicos en su
centro activo (en la mayoria de los casos Zn*"). Inhibidas por 4cido etilén-
diamino-tetraacético (EDTA) y fosforamidon. Entre ellas se encuentran la
mayoria de las AP, como son AlaAP, LeuAP o GIuAP (Ala: alanina; Glu:
glutamato).

. Peptidasas no clasificadas. Se incluyen aqui peptidasas de mecanismo
catalitico desconocido tales como algunas dipeptidasas.

Como se ha dicho previamente, existe una clasificacion diferente a la
adoptada por la EC, que aun teniendo en cuenta el grupo catalitico, agrupa a las
peptidasas en familias y clanes de acuerdo a la secuencia y estructura tridimensional:

. Una familia de peptidasas es un grupo en el que cada miembro muestra una
relacion estadisticamente significativa en la secuencia de aminodacidos, al
menos con un miembro de la familia, en la parte de la molécula que es
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responsable de la actividad peptidasa (Reeck et al., 1987). Cada familia de
peptidasas se nombra con una letra que denota el tipo catalitico (S, T, C, A,
M, U; para Ser, treonina (Thr), Cys, Asp, metalo o desconocida
respectivamente), seguido de un ntimero arbitrario. Cuando una familia
desaparece, porque se fusiona con otra, el nimero no vuelve a ser utilizado.

. Clan es el término usado para describir a un grupo de familias cuyos
miembros vienen de una sola proteina ancestral, que ha divergido tan
rapidamente que no se ha podido probar la relacion por comparacion de la
estructura primaria (Rawlings y Barrett, 1993; Barrett y Rawlings, 1995). La
clara evidencia de la relacion entre familias es la similitud entre las
estructuras tridimensionales. El nombre del clan se forma con la letra del sitio
catalitico (como para las familias) seguido de una segunda letra arbitraria. Si
un clan desaparece el nombre no se vuelve a utilizar. No todas las familias
pertenecen a un clan y cuando es necesario dar una asignacion a esto se usa
SX, CX, etc.

1.2.1. Endopeptidasas.
Se dividieron en base al metabolismo catalitico en:
- Ser-endopeptidasas
- Cys-endopeptidasas
- Asp-endopeptidasas
- metalopeptidasas

Nombrar también las oligopeptidasas, que actian de forma Optima en sustratos
menores que las proteinas.

1.2.2. Exopeptidasas.

Las exopeptidasas son enzimas hidroliticos cuya accion se limita a uno de los
terminales de la cadena polipeptidica. Se clasifican de acuerdo a la especificidad que
muestran por un determinado sustrato y se les suele asignar un nombre convencional
que indica el extremo del péptido (grupo a-N o a-C) frente al cual son activos y el
tamafio del fragmento liberado (aminoacido, dipéptido o tripéptido).

Las exopeptidasas que requieren un grupo a-N libre se denominan AP si
liberan aminoacidos, dipeptidil-AP si liberan dipéptidos y tripeptidil-AP si liberan
tripéptidos. Las exopeptidasas que requieren un grupo C-terminal no sustituido en los
péptidos se denominan carboxipeptidasas si liberan aminoacidos y dipeptidil
carboxipeptidasas si liberan dipéptidos.
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Un tercer grupo de exopeptidasas son las denominadas dipeptidasas y
tripeptidasas, cuyo principal atributo comun es su especificidad por sustratos que
poseen una determinada distancia (de dos o tres aminoacidos respectivamente) entre
el grupo a-N libre o el grupo a-C libre. Esto da lugar a confusiones, ya que ciertas
dipeptidasas y tripeptidasas parecen afectar a cadenas polipeptidicas mayores (Coftey
y De Duve, 1968) y algunas AP pueden utilizar como sustratos dipéptidos y
tripéptidos de diversa naturaleza (Felgenhauer y Glenner, 1966; Kania et al., 1977).

Las omega () peptidasas agrupan a aquellas exopeptidasas capaces de
separar residuos terminales cuyo grupo a-N o a-C no se encuentra libre porque esta
ciclado (por ejemplo: pGluAP), sustituido o unido a otros residuos terminales que
formen enlace mediante un grupo C o N no unido a un carbono o (por ejemplo:
v-GluAP).

Los nombres dados a la mayoria de las AP se basan frecuentemente en sus
preferencias o requerimientos por un residuo N-terminal caracteristico. Por ejemplo,
un enzima que muestre su mas alta tasa de hidrolisis sobre enlaces formados por Ala
en el extremo N-terminal se denominaria AlaAP.

De manera similar, los nombres aplicados a las carboxipeptidasas que liberan
aminodcidos individuales sirven para identificar el residuo C-terminal preferido o
requerido por el enzima.

1.3. RESUMEN HISTORICO.

El estudio de los enzimas proteoliticos tuvo su origen a finales del siglo XIX
en los laboratorios alemanes, cuando se descubrié que la composicion quimica de los
tejidos se alteraba tras su almacenamiento. Tales alteraciones se producian aun
cuando se impedia la intervencion bacteriana. Al describir la naturaleza de estos
cambios, Jacoby (1900) introdujo el término autolisis para referirse al proceso de
autodigestion de los tejidos, producido presumiblemente por efecto de distintas
actividades enzimaticas. Pronto se descubri6 (Hedin y Rowland, 1901) que la
actividad proteolitica era mucho mayor a pH 4cido en todos los tejidos excepto en el
musculo esquelético, el cual manifestaba débil actividad a ambos lados de la
neutralidad.

El término catepsina se propuso para describir peptidasas que actuaban
preferentemente en medio acido y que serian localizadas posteriormente en todas las
células y tejidos, luego se trataba de peptidasas de origen lisosomal. Un punto crucial
en el estudio de estos enzimas fue la introduccion de la hemoglobina como sustrato
para medir la actividad proteolitica (especialmente la catepsina D) que se utiliza
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actualmente dada su facilidad de purificacion y determinacion (Ansos, 1938).
Ademas, se introdujeron sustratos sintéticos para su determinacion, algunos de los
utilizados fueron Z-Glu-Tyr (Z:benciloxicarbonil; Tyr: tirosina), Bz-Arg-NH, (Bz:
benzoil; Arg: arginina) y Leu-NH, como sustratos de las catepsinas I, 1I y III
respectivamente (Fruton et al., 1941a,b). Esta Gltima fue posteriormente reconocida
como una AP y redenominada LeuAP. Ademas se descubrid la catepsina IV que
describe la actividad hidrolitica sobre el sustrato Z-Gly-Phe (Phe: fenilalanina) y que
finalmente ha sido identificada como una carboxipeptidasa.

En 1952, fueron clasificadas de nuevo las catepsinas por Tallan y
colaboradores, creando términos que aun resultan familiares: catepsina A, B y C.
Posteriormente se descubrio la catepsina D y E (Press et al., 1960).

A partir de 1970, el numero de enzimas proteoliticos descritos increment6
de forma abrumadora, siendo evidente que la nomenclatura enzimatica se iba de las
manos por no existir una autoridad que la guiara. En muchos casos el mismo enzima
se conocia con nombres diferentes, mientras que a veces el mismo nombre era
asignado a diferentes enzimas. Pero sus mecanismos cataliticos se encuadraron en
uno de los previamente sefialados.

A continuacion se hace referencia al descubrimiento de las exopeptidasas
exclusivamente, agrupandolas segun su localizacion subcelular (citosolicas, de
membrana y lisosomales).

Las exopeptidasas citosolicas se encuentran entre las primeras proteasas
conocidas (McDonald y Barrett, 1986). La mucosa intestinal fue la fuente original del
descubrimiento de muchas exopeptidasas, ya que contiene una mezcla compleja de
enzimas de diversa especificidad y naturaleza. Entre ellas se encuentran la LeuAP,
primer ejemplo de exopeptidasa N-terminal conocido (Linderstrom-Lang, 1929), y
varias dipeptidasas. Simultdneamente (Waldschimdt-Leitz y Purr, 1929) se descubrid
en pancreas de buey una carboxipeptidasa. Mas tarde (Folk, 1956) se describio otra
carboxipeptidasa pancreatica que mostraba preferencia casi absoluta por aminoacidos
basicos. Esta ultima se denomina actualmente carboxipeptidasa B, y la primera,
carboxipeptidasa A. Ambas son segregadas como zimogenos (procarboxipeptidasas)
que se activan por tripsina.

Tras las AP de origen intestinal, se encontr6 que el rifion era una fuente atin
mas abundante de estas actividades enzimaticas (Spackman et al., 1955) al igual que
el cristalino y la pulpa dental. Hopsu y colaboradores (1964) detectaron en los
extractos de higado de rata una nueva AP citosolica dependiente de Cly grupos -SH,
que fue denominada AP-B (ArgAP) debido a su estricta especificidad por residuos
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basicos; Parece ser la contrapartida de la carboxipeptidasa B. La denominada AlaAP
soluble fue descubierta en higado (Behal et al., 1966), pero su especificidad de
sustrato, contrastada con la APB, abarca la mayoria de residuos N-terminales de los
péptidos, aunque la Ala sea el residuo preferido. Por otro lado, se identificé una
nueva AP en rifidn especifica para los residuos Asp y Glu N-terminales (Cheung y
Cushman, 1971), a la que mas tarde se le dio el nombre de AspAP (Wilk et al.,
1998).

Por otro lado, las membranas celulares contienen exopeptidasas de todo tipo,
y la mayoria de ellas fueron inicialmente descritas a partir de extractos renales. La
AP-A (GluAP) es relativamente especifica para aminoacidos N-terminales acidicos
con preferencia por hidrolizar enlaces peptidicos donde participa el Glu (Glenner et
al., 1962), a diferencia de su contrapartida citosolica que prefiere Asp.

La AP-M (AlaAP de membrana) (Pfleiderer y Celliers, 1963) seria la
contrapartida de la AlaAP citosdlica con un amplio rango de accion sobre enlaces
donde participan aminoacidos neutros y basicos N-terminales.

Desde que se descubriera la capacidad del suero de mujeres embarazadas de
degradar oxitocina, muchos investigadores estudiaron este enzima de membrana, que
es una AP con especificidad por los enlaces peptidicos entre la Cys N-terminal y la
Tyr adyacente de la oxitocina o vasopresina, por lo que se le llamo oxitocinasa o
vasopresinasa (Sjoholm e Yman, 1967).

A nivel lisosomal se ha podido demostrar que algunas catepsinas B, D, H son
realmente exopeptidasas y no endopeptidasas. Sélo se ha purificado una AP a este
nivel (Krischke et al., 1977), se trata de una Cys-proteinasa que, junto a su capacidad
de hidrolizar proteinas, posee actividad AP. Por ello se le ha calificado de
endoaminopeptidasa. Probablemente sea el enzima responsable de la actividad AP
previamente insinuada por otros autores. Actualmente se le denomina catepsina H.

Por ultimo, también se han encontrado representantes del grupo de las Q-
peptidasas en las tres localizaciones subcelulares previamente resefadas (citosol,
membrana y lisosomas). Por ejemplo, la pGlu peptidasa II es un enzima unido a
membrana, mientras que la pGlu peptidasa I se encuentra en el citosol (McDonald y
Barrett, 1986).

1.4. AMINOPEPTIDASAS.

En los ultimos afios se ha producido una importante aceleracion en las
investigaciones sobre enzimas proteoliticos, desarrollandose varias aplicaciones
practicas en biotecnologia que sugieren que las peptidasas son potenciales dianas
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terapéuticas. El analisis de la secuencia completa de varios genomas ha mostrado que
el 2% de todos los productos genéticos son peptidasas, lo que indica que se trata de
uno de los grupos funcionales de proteinas mas importante (Barrett et al., 1998).

A continuacion, siguiendo a Barrett y colaboradores (1998), se expone un
breve resumen de algunas de las AP presentes en el organismo de los mamiferos y
descritas en la literatura, junto a algunas caracteristicas y propiedades de estos
enzimas. Excepto para el enzima AspAP, cuya descripcion corresponde a Wilk y
colaboradores (1998) y TyrAP, que aunque todavia no se ha clasificado ha sido
descrita como actividad enzimatica por Hui y colaboradores (1998).

1.4.1. Alanina Aminopeptidasa.
Se han descrito dos actividades especificas que han sido denominadas, segun
su localizacion como, AlaAP soluble y AlaAP microsomal.

1.4.1.1. Alanina aminopeptidasa soluble.
- Clasificacion de peptidasas: Clan MA, familia M1, MEROPS ID: M01.010.
- Clasificacion enzimatica del NC-UIBMB: E.C. 3.4.11.14.

Accion. Libera un aminoacido N-terminal, preferentemente Ala (en menor
grado Leu, Arg, Phe, Tyr, metionina (Met)), de un amplio rango de
péptidos, aminoacil-B-naftilamidas y aminoacil-metilcumarinas.

Sustrato
artificial. Ala-B-naftilamida.

Propiedades

moleculares.  Es una zinc-sialoglicoproteina de 100 KDa, con un ién Zn*" unido a
su unica cadena proteica. Extremadamente sensible a la puromicina,
también se inhibe por EDTA y 1,10-fenantrolina. Mientras que es
activada por compuestos -SH, Ca*" y Co*". pH 6ptimo de 7.5.

Distribucion. Ampliamente distribuido por diferentes especies animales,
especialmente tejidos de mamiferos y fluidos corporales.

Aspectos

biol6gicos.  La funcion fisiologica todavia no esta bien conocida. La localizacion
predominantemente citosélica no fundamenta el papel que también
desarrolla en la degradacion extracelular de péptidos bioactivos.
Aunque exista en una amplia variedad de tejidos, la mayor parte del

Pagina 10



INTRODUCCION

trabajo se ha realizado con enzimas cerebrales, ya que ha sido
implicado en el metabolismo de las encefalinas. Pero su amplia
distribucién muestra que no tiene puramente un efecto regulador de
los neuropéptidos, por lo que se sugiere que participa en procesos
proteoliticos esenciales para el crecimiento y viabilidad celular.

1.4.1.2. Alanina aminopeptidasa microsomal.
- Clasificacion de peptidasas: Clan MA, familia M1, MEROPS ID: M01.001.
- Clasificacion enzimatica del NC-UIBMB: E.C. 3.4.11.2.

Accion.

Qstrato
artificial.

Propiedades

moleculares.

Distribucion.

Aspectos

biol 6gicos.

Libera un aminoacido N-terminal, preferiblemente Ala, aunque
pueden ser muchos aminoacidos como Phe, Tyr, Leu y otros en
menor grado, de péptidos, aminoacil-B-naftilamidas, aminoacil-p-
nitroanilidas y aminoacil-metilcumarinas. Cuando un residuo
terminal va seguido de Pro, los dos pueden ser liberados como un
dipéptido.

Ala-B-naftilamida.

Esuna metaloenzima altamente glicosilada por carbohidratos (20%).
En su estado nativo existe como homodimero de 140-150 KDa en
muchas especies, aunque se ha descrito como monomérica en el
conejo. La cadena polipéptidica intacta (o) es susceptible de sufrir
proteolisis generando dos fragmentos B y v, de 90 y 45 KDa
respectivamente, con un atomo de Zn>" por subunidad. No se activa
por iones de metales pesados y se inhibe por agentes quelantes,
bestatina, amastatina, probestina y ultimamente 3-amino-2-tetralona.
Su pH 6ptimo esta alrededor de 7, y al aumentar la concentracion de
sustrato puede llegar a 9.

Es una proteina de membrana integral de tipo I, localizada en la
membrana plasmatica como una ectoenzima, muy distribuida entre
diferentes especies y tejidos, con mayor abundancia en las
membranas del borde en cepillo de higado, rifidn, intestino delgado,
con funciones tipicas de estos lugares, y en cerebro.

La presencia de este enzima en el cerebro ha sido muy estudiada
debido a su potencial implicacion en la hidrélisis e inactivacion de las
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acciones de ciertos neuropéptidos, especialmente de encefalinas, de
la sustancia P y la interleukina 8. Ademads esta presente en células
endoteliales y membranas sindpticas de varios tipos de células
nerviosas, con funciones relacionadas con cada tipo celular. También
actia en el catabolismo del glutatiéon, para la reabsorcion de
aminoacidos. Es idéntica al antigeno CD 13 expresado en la superficie
de células hematopoyéticas y receptor de ciertos virus como
coronavirus.

1.4.2. Arginina Aminopeptidasa.
- Clasificacion de peptidasas: Clan MA, familia M1, MEROPS ID: M01.014.
- Clasificacion enzimatica del NC-UIBMB: E.C. 3.4.11.6.

Accion.

Qstrato
artificial.

Propiedades

moleculares.

Distribucion.

Aspectos

biol 6gicos.

Libera residuos basicos (Arg, lisina (Lys)) N-terminales de L-
aminoacil-B-naftilamidas, L-aminoacil-4-metilcumarinas y de varios
péptidos como las encefalinas, somatostatina y kalidina 10 (que se
convierte en bradikinina).

Arg-B-naftilamida.

Es una zinc-metalopeptidasa de 72,3 KDa con un 4atomo de Zn**
unido a su Unica cadena proteica. Se inhibe por agentes quelantes
(EDTA, EGTA (acido etilenglicol-bis-(2-aminoetil)-tetraacético) y
1,10-fenantrolina) y por inhibidores clasicos como la bestatina y
amastatina. Se activa por Cl a concentraciones fisiologicas y bajas
concentraciones de compuestos -SH. Su pH optimo es 7.

Es un enzima de membrana o soluble, ampliamente distribuido en
diferentes tejidos de mamiferos y varias lineas celulares, aunque su
presencia es importante en las espermatidas en la fase de maduracion.

Su ubicuidad argumenta en favor de su adaptabilidad en varios
subcompartimentos celulares y su implicacion en un amplio espectro
de fenomenos fisiologicos, incluyendo procesos inflamatorios en los
que algunos sustratos potenciales de esta enzima (encefalinas,
kalidinalO o somatostatina) pueden jugar un papel importante.
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1.4.3. Cisteina Aminopeptidasa.
- Clasificacion de peptidasas: Clan MA, familia M1, MEROPS ID: M01.011.
- Clasificacion enzimatica del NC-UIBMB: E.C. 3.4.11.3.

Accion.

Qstrato
artificial.

Propiedades
moleculares.

Distribucion.

Aspectos

biol 6gicos.

Libera un aminoacido N-terminal, Cys de sustratos como la oxitocina
y vasopresina, ademas de hidrolizar L-Cys-di-naftilamida, aminoacil-
B-naftilamidas y aminoacil-p-nitroanilidas.

Cys-B-naftilamida.

Es una glicoproteina en forma dimérica, y cada subunidad contiene
dos 4atomos de Zn**. Dependiendo del método de purificacion es de
14,17 0 21 KDa. Se inhibe por agentes quelantes (1,10-fenantrolina),
inhibidores clasicos (bestatina y amastatina) y por cationes divalentes
(Cd**, Cu*"). pH 6ptimo 7.4.

Abunda en plasma de embarazadas y placenta de primates y
humanos. También en el hipotalamo, existiendo trazas en suero de
mujeres no embarazadas y hombres, aunque estudios con Northerm
Blot muestran que existe en otros tejidos (corazéon, musculo
esquelético, cerebro).

Es un ectoenzima que degrada vasopresina y oxitocina, por lo que se
llama también oxitocinasa. Durante el embarazo, la placenta libera
esta oxitocinasa a la circulaciéon materna (mediante un mecanismo
desconocido). La actividad enzimatica permanece en suero a bajas
concentraciones en el primer trimestre y aumentan progresivamente
durante el segundo y tercer trimestre hasta llegar al méximo en el
momento del parto. La oxitocinasa en sangre sirve como control de
la presion sanguinea materna y del feto mediante la regulacion de la
concentracion de péptidos vasoactivos. También sugiere que el
enzima puede estar implicado en el crecimiento fetal mediante la
degradacion de somatostatina.

1.4.4. Aspartato Aminopeptidasa.
- Clasificacion de peptidasas: Clan MH, familia M18, MEROPS ID: M18.002.
- Clasificacion enzimatica del NC-UIBMB: E.C. 3.4.11.21.
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Accion.

Qstrato
artificial.

Propiedades

moleculares.

Distribucion.

Aspectos

biol 6gicos.

Libera un aminoacido N-terminal acido de péptidos (Glu, Asp), con
preferencia por el Asp, yaminoacil-B-naftilamidas aunque con menor
eficacia.

Asp-B-naftilamida.

Es una metalopeptidasa de 440 KDa sensible a agentes quelantes
como el DTT e iones Zn*". pH 6ptimo en el rango neutro (7.5).

Es un enzima que tiene una distribucion uniforme en diferentes
tejidos y especies, aunque la mayor actividad se encuentra a nivel de
los testiculos. Es un abundante enzima citosélico en células de
mamiferos.

Debido a su distribucion uniforme en todos los tejidos y su
abundancia en el citosol, se sugiere que tiene un papel importante en
el metabolismo general de péptidos y proteinas intracelulares. Un
papel mas especializado en tejidos especificos puede ser el
metabolismo de péptidos bioldégicamente activos como la
angiotensina II (Ang II).

1.4.5. Glutamato Aminopeptidasa.
- Clasificacion de peptidasas: Clan MA, familia M1, MEROPS ID: M01.003.
- Clasificacion enzimatica del NC-UIBMB: E.C. 3.4.11.7.

Accion.

Sustrato
artificial.

Propiedades
moleculares.

Libera restos Glu N-terminales y también, aunque en menor medida,
restos Asp de péptidos, a-(L)-aminoacil-B-naftilamidas y a-(L)-
aminoacil-p-nitroanilidas.

a-(L)-Glu-B-naftilamida.

Es una zinc-metalopeptidasa de 45-400 KDa (depende del método de
purificacion y/o del tejido). Sensible a agentes quelantes (EDTA,
EGTA, 1,10-fenantrolina), amastatina e iones de metales de
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Distribucion.

Aspectos

biol6gicos.

transicion (Zn**, Ni**, Cu*", Cd**, Hg*"). Se activa por Ca*'. pH
optimo 7.2.

Es un enzima con distribucion uniforme por diferentes tejidos,
aunque principalmente se encuentra en cerebro y digestivo.

Proteina integral de membrana de tipo II, de la que es bien conocido
uno de sus sustratos fisiologicos, la Ang II (importante en la
regulacion de la presion sanguinea). Por estoa razon se la ha llamado
angiotensinasa, encargada de transformar la Ang Il en Ang III
(angiotensina III; uno de los neuropéptidos mas activos en el
cerebro), mediando asi los efectos del sistema renina-angiotensina
(SRA) en el cerebro y la homeostasis de la presion sanguinea.
Aunque este enzima se expresa en muchos tejidos, su expresion es
especifica de linea celular y la diferenciacion es especifica del estado
de las células hematopoyéticas. También se sugiere que este
ectoenzima puede estar implicado en laregulacion de la proliferacion
de las células pre-B.

1.4.6. Piroglutamato Aminopeptidasa.

Existen dos actividades especificas y diferenciadas de pGIluAP segun la
localizacion, la actividad pGluAP I, localizada a nivel citosolico, y la actividad
pGIuAP 11, localizada a nivel de membrana (también llamadas pGlu-peptidasas I y

D).

1.4.6.1. Piroglutamato aminopeptidasa 1.
- Clasificacion de peptidasas: Clan CF, familia C15, MEROPS ID: C15.010.
- Clasificacion enziimatica del NC-UIBMB: E.C. 3.4.19.3.

Accion.

Sustrato
artificial.

Propiedades
moleculares.

Libera un grupo pGlu N-terminal de péptidos y proteinas, no siendo
el segundo aminoacido Pro, ademds de aminoacil-B-naftilamidas,
aminoacil-metilcumarinas y aminoacil-p-nitroanilidas.

pGlu-B-naftilamida.

Cistein-peptidasa monomérica de 24 KDa. Es un enzima sulfidril-
dependiente, mostrando un requerimiento estricto de agentes como
el DTT o 2-mercaptoetanol (2-ME). Se inhibe por iodoacetamida y
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Distribucion.

Aspectos
biologicos.

otros agentes bloqueantes de grupos sulfidrilos. También es muy
sensible a trazas de metales pesados. Tiene dos residuos de Cys, uno
de los cuales esta implicado en su actividad catalitica (figura I.1.2).
pH optimo entre 6.5-8.5.

Exopeptidasa ampliamente
distribuida por diferentes especies
y tejidos a nivel citosolico,
especialmente en cerebro y
digestivo.

Capaz de liberar residuos pGlu N-
terminales de péptidos activos
bioldégicamente, incluyendo la
hormona liberadora de tirotropina
(TRH), hormona liberadora de la
hormona luteinizante (LHRH),
neurotensinay bombesina. Aunque
su papel no esta claro todavia, por
similitud a otras AP solubles,
puede contribuir a los estados
funcionales del catabolismo
intracelular de péptidos vy
aminoacidos libres.

Figura 1.1.2. Estructura
tridimensional propuesta para el
enzima pGluAP I.

1.4.6.2. Piroglutamato aminopeptidasa II.
- Clasificacion de peptidasas: Clan MA, familia M1, MEROPS ID: M01.008.
- Clasificacion enzimatica del NC-UIBMB: E.C. 3.4.19.6.

Accion.

Sustrato
artificial.

Libera el grupo pGlu N-terminal de tripéptidos pGlu-His-X y
tetrapéptidos pGlu-His-X-Gly (His: histidina), con estrecha
especificidad por sustratos como la TRH, ademas de las Glu-His-Pro-
B-naftilamidas.

pGlu-B-naftilamida.
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Propiedades
moleculares.

Distribucion.

Aspectos
biologicos.

1.4.7. Leucina Aminopeptidasa.

- Clasificacion de peptidasas: Clan MF, familia
M17, MEROPS ID: M17.001.

- Clasificacion enzimatica del NC-UIBMB: E.C.

34.11.1.

Accion.

Sustrato
artificial.

Propiedades
moleculares.

Metalopeptidasa glicosilada, zinc-dependiente de alto peso molecular
(230 KDa) formada por dos subunidades. Se inhibe por 1,10-
fenantrolina y agentes quelantes como el EDTA. pH 6ptimo de 7.3.

Ectoenzima localizada concretamente como proteina integral de
membrana en la superficie de células neuronales (no células gliales),
aunque también se encuentra en todo el sistema nervioso central
(SNC), retina y pulmon.

La alta especificidad por su sustrato TRH indica que este enzima
puede servir para funciones muy especializadas. Su localizacion en
cerebro, en las células neuronales sugiere que puede ser importante
para la terminaciéon y transmision de sefiales de TRH, un
neuromodulador o neurotransmisor del SNC.

Libera un aminoacido N-terminal,
preferentemente Leu pero pueden
ser otros aminoacidos, incluyendo
Pro aunque en menor medida, de
péptidos, aminoacil-B-naftilamidas
y aminoacil-p-nitroanilidas.

Leu-B-naftilamida.

Metalopeptidasa monomérica de
324 KDa. Se inhibe por amastatina
y bestatina. Se activa por iones de
metales pesados (Mn*', Mg*’, Co™). Figura 1.1.3. Estructura
El sitio activo tiene dos Zn*" tridimensional propuesta para el
(Figura 1.1.3.). pH optimo de 9-9.5.  enzima LeuAP.
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Distribucion.

Aspectos

bioldgicos.

Enzima ampliamente distribuida y localizada en células de animales,
plantas y bacterias.

La funcidn precisa en animales todavia no es bien conocida, aunque
parece actuar en la degradacion de oligopéptidos, incluyendo
péptidos hormonales. La actividad LeuAP alterada se ha asociado a
ciertas condiciones patoldgicas como las cataratas en humanos. Los
cambios en los niveles de este enzima se han usado para la diagnosis
prenatal de la fibrosis cistica.

1.4.8. Tirosina Aminopeptidasa.

Accion.

Sustrato
artificial.

Propiedades
moleculares.

Distribucion.

Aspectos

biol6gicos.

Libera un resto Tyr N-terminal de las Met-encefalinas e hidroliza
aminoacil-B-naftilamidas de aminodcidos con cadenas laterales
alifaticas, polares no cargadas, cargadas positivamente o aromaticas.

Tyr-B-naftilamida.

Cistein-peptidasa dependiente de grupos -SH de una sola cadena
polipeptidica de 110 KDa. Se inhibe con agentes quelantes (EDTA,
1,10-fenantrolina) y es muy sensible a la inhibicion por amastatina y
puromicina, también a los metales divalentes como Mn**, Zn**, Co*",
Cu?", Ca®". Sin embargo, Mg** lo restaura y el DTT es necesario para
mantener la actividad enzimatica. pH optimo de 7.

Distribucion heterogénea, ha sido descrito exclusivamente en
neuronas del SNC de cerebro de ratas (corteza e hipocampo), no en
tejidos periféricos. Abundante en sinaptosomas. Un 85% se ha
encontrado en forma soluble y el 15% restante asociado a
membranas.

Su enriquecimiento en sinaptosomas y terminaciones nerviosas
sugiere que juega un papel importante en la neurotransmision y
diferenciacion sinaptica. Degrada encefalinas.
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1.5. AMINOPEPTIDASAS CEREBRALES.

La primera AP conocida y caracterizada en el SNC fue la LeuAP (EC
3.4.11.1). En 1963, Brecher comunicd por primera vez la existencia de este enzima
en la fraccion soluble, mitocondrial y microsomal de cerebro de buey, demostrando
su capacidad para hidrolizar los sustratos Leu-, Tyr- y Phe-NH,. Pero no fue hasta
unas décadas después, cuando se estudiaron las propiedades de este enzima
purificado a partir de cerebro humano (Gibson et al., 1991). En el proceso de
purificacion se consiguid separar completamente su actividad de la de AlaAP soluble,
demostrandose su pH 6ptimo de 9.5 y su requerimiento de Mg*" para obtener la
maxima eficacia. El enzima es muy activo sobre las encefalinas, pero poco activo
frente a sustratos sintéticos del tipo de las aminoacil-7-amido-4-metil-cumarinas. Sin
embargo, hay otros péptidos bioldgicos poco hidrolizables (colecistoquinina, Ang)
o nada en absoluto (somatostatina, vasopresina). Como sucede en otros tejidos, se
inhibe por bestatina y amastatina, pero no por puromicina.

Por lo tanto la LeuAP presenta propiedades similares a las detectadas en otras
localizaciones y deberia tenerse en cuenta como posible inactivador fisiologico de
¢éstos péptidos por su capacidad de hidrolizar encefalinas. No obstante, la AlaAP
posee mayor actividad sobre estos sustratos. Ambos enzimas, de localizacion
citosolica, se consideran con pocas posibilidades de acceder a los neuropéptidos
sindpticamente liberados y, a no ser que exista un proceso de recaptacion peptidica,
su importancia fisiologica esta aun poco clara.

La actividad enzimatica de AlaAP soluble (EC 3.4.11.14) en SNC y Sistema
Nervioso Periférico (SNP) fue detectada por Adams y Glenner (1962) en ratas,
utilizando como sustratos aminoacil-f-naftilamidas (Leu-, Ala- y Phe-B-naftilamida).
Dichaactividad, determinada colorimétricamente, se obtuvo a partir del sobrenadante
de homogenizados centrifugados a 700 g del 16bulo frontal, cuerpo calloso, nervio
cidtico y nervio optico de cerebro de rata. La hidrodlisis de las aminoacil-B-
naftilamidas correspondian a AP distintas de la LeuAP detectada en rifidn, utilizando
como sustratos dipéptidos y leucinamida, y a su vez distinta de la catepsina C
detectada en bazo. Debido a sus propiedades, resulta ser la primera descripcion en
SNC de la actividad que hoy se conoce como AlaAP soluble.

Durante la misma década, otros grupos de investigadores estudiaron las
propiedades y localizacion de este enzima en el SNC. Ellis y Perry (Ellis, 1963; Ellis
y Perry, 1966) centraron su estudio en la hipofisis de cerebro bovino determinando
la actividad AP en la fraccion soluble con distintas aminoacil-B-naftilamidas.
Confirmaron que el enzima se activa por compuestos tidlicos tales como el 2-ME, el
cual sirve para su conservacion y reactivacion, y que tal actividad se manifestaba
también en otros tejidos. Ademas, describieron en hipofisis otra actividad AP que
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denominaron ArgAP, especifica para los aminodcidos Arg y Lys (posteriormente
conocida también como APB). La primera requeria compuestos tiolicos para su
activacion, se inhibia por puromicina y mostraba actividad hidrélitica para otros
aminoacidos basicos y neutros. Posteriormente se conocié como AlaAP soluble.

Ademas de su requerimiento de grupos -SH en estado reducido para su
completa actividad, estos enzimas necesitaban la presencia de un metal en estado
i6nico tal como zinc, cobalto o manganeso, puesto que los agentes quelantes como
el EDTA ocasionaban pérdida de su actividad.

El grupo de investigadores encabezados por Marks (Marks et al., 1968a)
realizaron una serie de estudios de estos enzimas en SNC. A partir de
homogeneizados de cerebro de rata (presumiblemente fraccion soluble) purificaron
parcialmente con DEAE-celulosa (di-etil-amino-etil-celulosa) tres picos distintos de
actividad AP. El primero de ellos resultaba especificamente sensible hacia el
tripéptido Leu-Gly-Gly, y no hidrolizaba las aminoacil-B-naftilamidas (LeuAP). El
segundo era especifico para aminoacidos Arg y Lys (APB). Y el tercero era activo
tanto con aminoacidos basicos como neutros (AlaAP). Solamente se encontraron
actividades muy pequefias para aminoacidos acidos. Tanto el segundo como el tercer
pico requerian compuestos tidlicos y eran inhibidos por puromicina, pero sus
cinéticas enzimaticas y pH Optimos eran diferentes entre si y diferentes de la tipica
LeuAP de rifién, no sensible a la puromicina.

Estos mismos autores demostraron también que la actividad AP se encontraba
predominantemente a nivel soluble, aunque podia detectarse también en nucleo,
mitocondrias y membranas, pero no a nivel ribosomal. Una concentracion
especialmente alta fue observada a nivel de las terminales nerviosas, lo que hizo
sugerir a los autores la posible participacion de estos enzimas en el metabolismo de
péptidos o proteinas involucradas en la funcion sinaptica (Marks et al., 1968b).

Un nuevo estudio sobre la distribucion subcelular de AlaAP se llevo a cabo
por Beck y colaboradores (1968) en médula espinal de rata, confirmando el
predominio de este enzima a nivel soluble y su presencia en otras fracciones aunque
en menor proporcion. Encuentran, ademas, que una parte considerable de la actividad
enzimatica se localiza en la mielina. Por un estudio electroforético en gel de
poliacrilamida, utilizando siempre Ala-B-naftilamida como sustrato, consiguieron
separar la actividad enzimatica en dos bandas en todas la fracciones subcelulares,
incluida la fraccion soluble.

La AlaAP soluble también ha sido estudiada en cerebro de primate. Brecher
y Suszkiw (Brecher y Suszkiw, 1969; Suszkiw y Brecher, 1970) purificaron en la
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fraccion soluble de cerebro de mono un enzima que era capaz de hidrolizar
aminoacil-B-naftilamidas de aminoécidos neutros y basicos, con poca actividad para
aminoacidos acidos. El enzima no mostraba actividad dipeptidasica, tripeptidasica
o amidasica y era inhibido por puromicina. Sin embargo, a diferencia de Marks y
colaboradores (1968a), no pudieron demostrar la existencia de isoenzimas en su
preparacion. Posteriormente se purifico nuevamente la AlaAP soluble en cerebro de
mono (Hayashi y Oshima, 1977; Hayashi, 1978) que mostraba resultados coherentes
con los previamente conocidos. El enzima se inhibia con puromicina y EDTA, no
poseia actividad endopeptidasica, se estimulaba por DTT y se inhibia por bestatina
reversiblemente. Los péptidos tales como LHRH y TRH (con pGlu en sus extremos
N-terminales), la sustancia P y la bradikinina (cuyos aminoacidos N-terminales son
Pro), no resultaban afectados por el enzima. Sin embargo, péptidos con aminoacidos
N-terminales neutros como las encefalinas, resultaban rapidamente hidrolizados.
Asimismo, y sorprendentemente, la preparacion hidrolizaba secuencialmente Ang I
y II, cuyos aminoacidos N-terminales son Asp.

Un nuevo impulso al estudio de las AP y otros enzimas proteoliticos se
produjo tras el descubrimiento de los péptidos opidceos, particularmente los
pentapéptidos Met- y Leu-encefalina. El hecho de que estas sustancias mostrasen un
efecto analgésico de muy corta duracion dirigié las investigaciones hacia los enzimas
que las degradan. En 1976, Hambrook y colaboradores, demostraron que la
exposicion de las encefalinas a homogeneizados cerebrales producia una rapida
hidrolisis del primer enlace del extremo N-terminal (Tyr-Gly). Posteriormente se
estudio la localizacion subcelular de esta actividad hidrolitica en cerebro de rata,
detectandose gran actividad en la fraccion soluble comparado con el resto de las
fracciones estudiadas, asi como una apreciable actividad a nivel sinaptosomal,
aunque menor que la anterior, considerada compatible con el hipotético papel
neurotransmisor de las encefalinas. Un elevado niimero de trabajos de investigacion
confirmd posteriormente la degradacion de las encefalinas por efecto de AP solubles
procedentes de distintos tejidos (Austen et al., 1977; Dupont et al., 1977; Marks et
al., 1977; Vogel y Alstein, 1977; Schnebli et al., 1979) asi como la capacidad de los
extractos de membrana cerebrales de degradar también las encefalinas por su extremo
N-terminal (Miller et al., 1977).

El estudio de las AP en general y de la AlaAP en particular, se hace cada vez
mas complejo y diversificado debido probablemente a la introduccion de nuevas
técnicas de determinacidn de estas sustancias y al descubrimiento de un nimero cada
vez mayor de péptidos cerebrales con probable funcidon neurotransmisora o
neuromoduladora. Asi, por ejemplo, Shaw y Cook (1979) desarrollaron un método
histoquimico para la localizacion de AP en el SNC basado en la visualizacion
microscopica de la hidrdlisis de aminoacil-B-naftilamidas mediante acoplamiento de
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la B-naftilamida a un colorante. Los autores mostraron una distribucion no uniforme
de la actividad enzimatica que se concentraba especialmente en distintos tipos
neuronales, asi como en las paredes vasculares. Esta desigual distribucion de AP en
el SNC ha sido confirmada mediante métodos bioquimicos (Alba €t al., 1993).

Experimentos posteriores contribuyen a crear una situacion cada vez mas
compleja con relacion al proceso de inactivacion de los neuropéptidos. En 1980,
Guyon y colaboradores, utilizaron una técnica de HPLC (cromatografia liquida de
alta presion) para separar los fragmentos de las encefalinas, describiendo la existencia
conjunta de actividad AP soluble (atribuible a AlaAP) y unida a membrana que a
partir de entonces se conoci®6 como “encefalinasa” y que actualmente se ha
identificado con la previamente conocida como endopeptidasa 24.11. (Hersh, 1986).
Las referencias de que una AP no unida a membrana y sensible a puromicina podia
hidrolizar Leu- y Met-encefalina en cerebro de rata, fueron confirmadas
posteriormente por diversos autores (Schnebli et al., 1979; Barclay y Phillipps, 1980;
Vogel y Altstein, 1980; Wagner et al., 1981). Tal AP posee propiedades que la
identifican como AlaAP soluble. Dicha actividad es distinta y separable de la
detectada a nivel de las membranas, incluida la membrana sinaptosomal (Vogel y
Altstein, 1980), circunstancia que ha dado origen a una controversia sobre qué
enzima es responsable de la degradacion fisiologica de las encefalinas
presumiblemente liberadas en la terminal sinaptica.

La AlaAP soluble no solo tiene capacidad para hidrolizar las encefalinas, sino
que también es capaz de degradar otros neuropéptidos, tanto opidceos como no
opiaceos. Ya en 1980, Hersh y colaboradores demostraron que los homogeneizados
de cerebro de rata tenian actividad AP capaz de hidrolizar, ademas de las encefalinas,
las a-, B- y y-endorfinas, liberando la Tyr N-terminal comun de los tres péptidos.
Estos mismos autores purificaron posteriormente la AlaAP soluble en cerebro bovino
y la identificaron, por sus propiedades, como las previamente descritas en otros
laboratorios (Hersh y McKelvy, 1981). Asimismo, la capacidad de este enzima para
degradar distintas dinorfinas (familia de neuropéptidos que comienzan por la
secuencia del pentapéptido Leu-encefalina) ha sido puesta de manifiesto por Berg y
Marks (1984) en cerebro de rata. Otros péptidos que pueden ser degradados por
AlaAP soluble son las kininas 10 y 11 para rendir kinina 9 (bradikinina) (Camargo
et al., 1972; Martins et al., 1980).

Con relaciéon al namero de AP capaces de hidrolizar a las encefalinas, un
trabajo parcialmente clarificador fue llevado a cabo por Hui y colaboradores (1988)
en cerebro de rata, donde se purificaron simultaneamente actividades de AP solubles
y unidas a membrana, pudiendo caracterizar al menos cuatro enzimas distintos (SI,
SII, MI, MII). SI y SII, ademéas de degradar a las encefalinas, hidrolizan el sustrato
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Arg-B-naftilamida. SII también hidroliza Ala-B-naftilamida, por lo que en principio
podria ser analogo a la AlaAP soluble, mientras SI resulta similar a la APB. Existen,
sin embargo, discrepancias en cuanto al efecto de los inhibidores. Las AP de
membrana se discutirdn posteriormente.

La AlaAP ha sido purificada (Gibson et al., 1989) a partir de corteza cerebral
de humanos, y se ha corroborado su capacidad para hidrolizar encefalinas y péptidos
relacionados. Aunque generalmente se asume que la inactivaciéon de los
neuropéptidos estd mediada por peptidasas unidas a membrana, existen otras
alternativas adicionales que estos autores resaltan en su trabajo y que plantean la
posibilidad de que las peptidasas citosélicas tengan un papel en la degradacion de
estos péptidos: en primer lugar, los neuropéptidos pueden ser internalizados como
parte del complejo péptido-receptor, como se ha demostrado para algunas hormonas
peptidicas; por otra parte, existe la posibilidad de que las peptidasas solubles puedan
ser liberadas en el espacio extracelular.

La primera referencia sobre la existencia de una AP especifica para
aminodacidos basicos en el SNC (ArgAP soluble: EC 3.4.11.6), fue proporcionada por
Ellis y Perry (1966) en hipofisis bovina. Independientemente, se purificé una AP en
la fraccion citosdlica del cerebro de rata que mostraba alta actividad por las
aminoacil-B-naftilamidas con aminoacidos bésicos, y aunque también se mostrd
sensible a aminoacidos neutros, no fue asi en presencia de aminoacidos acidos
(Schnebli et al. 1979). Segun estos autores, las propiedades del enzima diferian de
las AP cerebrales previamente conocidas, aunque no comparan dicho enzima con el
descrito por Ellis y Perry (1966) en hipofisis bovina.

La actividad de este enzima ha sido especialmente estudiada en relacion a su
posible participacion en el metabolismo del SRA cerebral. Para ello han sido de gran
importancia el uso de inhibidores de los enzimas implicados en este sistema.
Concretamente, la sustancia denominada bestatina (Umezawa €t al., 1976) se ha
utilizado como inhibidor de la APB, que parece corresponderse con la Arg soluble.
Wright y colaboradores (1985b) inyectaron bestatina intracerebroventricularmente
a ratas hipertensas y ratas normales junto con Ang II y III, demostrando que el
pretratamiento con éste inhibidor potenciaba y prolongaba el aumento de la presion
arterial producida por la Ang Il en ratas hipertensas. Los autores sugirieron que estas
ratas podrian tener una deficiencia de actividad AP a nivel central que permitiera a
las Ang enddgenas permanecer en forma activa durante mas tiempo del normal,
circunstancia que justificaria la existencia de hipertension.

Tanto la bestatina como la amastatina (Aoyagi €t al., 1984) parecen no
producir efecto alguno en el cerebro (Felix y Harding, 1986) al aplicarse
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ionoforéticamente en el mismo, registrandose la actividad eléctrica en neuronas del
nucleo paraventricular del hipotdlamo. Tales neuronas son mucho mas sensibles a la
Ang III que a la Ang II, y ambas actividades se potencian dramaticamente cuando
simultdneamente se suministra bestatina (inhibidor de la APB). Por otro lado, la
amastatina reduce o bloquea los efectos estimulatorios de la Ang Il a este nivel. Debe
tenerse en cuenta que la APB tiene capacidad para hidrolizar a la Ang III (Arg-Val-
Tyr-Ile-His-Pro-Phe; donde Val: valina; Ile: isoleucina) y que la Ang II (Asp-Arg-
Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe) es susceptible de ser hidrolizada por la APA.

Tanto la Ang II como la III tienen actividad dipsogénica e hipertensora
cuando se administran de forma intracerebroventricular. La bestatina, administrada
por esta via, induce un incremento considerable del consumo de agua en ratas, y esto
no lo produce la amastatina (Wright et al., 1988). Por tanto, la bestatina induce un
incremento de la vida media de la Ang III impidiendo su inactivacion por parte de la
APB. Como la bestatina incrementa la respuesta presora de la Ang III, mientras que
la amastatina suprime la respuesta presora de la Ang II (Sullivan et al., 1988), se ha
llegado a la conclusion de que la Ang II debe ser convertida en Ang III para que sea
activa en el cerebro, y esta ultima es inactivada por la APB.

La ArgAP soluble ha sido purificada en cerebro humano post morten y
resuelta en dos isoenzimas estrechamente relacionados activados por CI'(McDermott
et al., 1988). Curiosamente, ambos poseen actividad endopeptidasica capaz de
hidrolizar varios péptidos bioldégicamente activos, entre los que se encuentran la
neurotensina, bradiquinina, Ang I, sustancia P, LHRH y somatostatina. Sin embargo,
la actividad endopeptidasica no se estimula por Cl ni se inhibe por bestatina.

Las AP unidas a membrana detectadas en cerebro y otros tejidos han sido
siempre inferiores a las altas actividades medidas a nivel citosolico. Pero dichas
actividades han merecido especial atencion por parte de los investigadores, sobre
todo a nivel de SNC, puesto que por su localizacion son candidatas a participar en
el proceso de degradacion de los neurotransmisores liberados al espacio extracelular.
En 1977, Miller y colaboradores, utilizando una preparacion de membranas de
cerebro de rata, demostraron que la degradacion de las encefalinas se realiza
primordialmente por una AP, al parecer presente en extractos crudos de estas
membranas. Tales resultados han sido confirmados posteriormente en numerosas
ocasiones. En este sentido, resulta curioso que la lipotropina 61-91, cuya secuencia
N-terminal se corresponde con el pentapéptido Met-encefalina, es resistente a la
ruptura por la AP de membrana del cerebro de rata (Austen y Smyth, 1977). Los
autores atribuyen este fenomeno al hecho de que este péptido y otros similares, en
cuanto a longitud, poseen propiedades conformacionales que protegen el extremo N-
terminal de la degradacion enzimatica. Tal fendmeno, junto con otro parecido que
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afecta al extremo C-terminal, aporta una explicacion para la larga duracion del efecto
analgésico de los fragmentos largos similares a la lipotropina, comparado con los
efectos de corta duracion de los péptidos mas pequetios de la misma familia.

La degradacion de las encefalinas por AP de membrana parece estar acoplada
a la interaccion de estas sustancias con su receptor, lo que acelera su velocidad de
degradacion (Knight y Klee, 1978). De este modo, la union al receptor opidceo podria
servir como un mecanismo de concentracion que asegurara la eficiente inactivacion
de las encefalinas por medio de una peptidasa situada en su vecindad. Dicha actividad
enzimatica es inhibida potentemente por puromicina.

Hacia 1980 se conocié que la degradacion de las encefalinas era llevada a
cabo por una AP predominantemente citosdlica y por una endopeptidasa unida a
membrana, y que constituia el mas firme candidato a la consideracion de inactivador
de estos péptidos, si se considera que son liberados al espacio intersinaptico como
mensajeros intercelulares (Sullivan et al., 1980). Sin embargo, durante ese mismo
afo se descubre que la inactivacion de las encefalinas se puede llevar a cabo por tres
enzimas diferentes unidos a membrana (Gorenstein y Snyder, 1980): una AP, una
dipeptidil-carboxipeptidasa (encefalinasa A) y una dipeptidil-AP (encefalinasa B).
La contribucion de cada uno de ellos a la inactivacion fisioldgica de las encefalinas
era desconocida.

Durante esta década, la actividad AP unida a membrana estuvo sometida a un
estudio exhaustivo (que continua) cuyos resultados parecen concluir que a nivel de
membrana existen varios enzimas con actividad AP. Algunos de estos estudios sobre
esta cuestion son los siguientes:

En 1981, Hersh y McKelvy separaron en cerebro de rata dos AP (APMI y
APMII), unidas a membrana capaces de hidrolizar Met-encefalina. APMI y APMII
pueden ser distinguidas porque la primera hidroliza Arg-B-naftilamida diecisiete
veces mas rapido que Ala-B-naftilamida, mientras que la segunda muestra mayor
afinidad por las aminoacil-B-naftilamidas en general, pudiendo hidrolizar
naftilamidas de aminoacidos basicos y neutros, es decir, muestra menor especificidad
por lanaturaleza del aminodacido sustituyente. Tal patron de actividad también ha sido
descrito para AP solubles y los resultados han sido confirmados posteriormente por
el mismo autor (Hersh, 1985). En este ultimo estudio se examina la distribucién
regional de ambas AP, llegandose a la conclusién de que APMII, que hidroliza a las
encefalinas, se distribuye de manera parecida a la de los receptores opiaceos.
También la APMII ha sido purificada en cerebro de mono (Shimamura et al., 1983)
y rata (Hui et al., 1983b; Ulrich y Hersh, 1985), demostrandose que se inhibe por
puromicina, bestatina y amastatina (Hui et al., 1983a).
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Ademas, se ha purificado otra AP de membrana en cerebro de rata que
muestra la interesante propiedad de coeluir con el receptor para los opiaceos (Hui et
al., 1985). Los autores propugnan que ésta es una AP distinta de las previamente
conocidas, aunque estos resultados necesitan una nueva confirmacion.

A raiz de los trabajos realizados por Gros y colaboradores (1985a), surge la
posibilidad de la existencia de una tercera AP asociada a las membranas celulares del
SNC. Estos autores separaron dos AP unidas a membrana en el cerebro de rata, una
se inhibia por puromicina y la otra no. Esta segunda fue identificada como la APM
(EC 3.4.11.2) descrita en otros tejidos. Ambas actividades, sin embargo, son
inhibidas por bestatina y son capaces de hidrolizar encefalinas. En un trabajo
posterior (Gros et al., 1985b), se resalto la similitud existente entre la APM cerebral
y la APMI de Hersh y McKelvy (1981), aunque las constantes cinéticas de ambos
enzimas fuesen diferentes. Del mismo modo, se intent6 identificar la actividad AP
de membrana restante (mas sensible a puromicina) con la APMII de Hersh. Estudios
posteriores (Gros €t al., 1985b) han aportado mas detalles sobre la localizacion
precisa de este enzima. En primer lugar (Bausback y Ward, 1986), la APM se
identificé como un enzima vascular unido a membranas del musculo liso y células
endoteliales de vasos periféricos. Posteriormente esta misma actividad se detectd y
purifico a nivel de los vasos de la microcirculacion cerebral (Churchill et al., 1987)
y, finalmente, mediante técnicas de inmunizacion histoquimica (Hersh et al., 1987),
se llego a la conclusion de que el enzima se encontraba localizado exclusivamente
anivel de los vasos sanguineos de todos los tejidos examinados, incluyendo cerebro.
Puesto que es capaz de degradar diversos neuropéptidos, incluyendo las encefalinas,
se propuso que su localizacion podria estar disefiada para limitar la difusion de estos
péptidos a través de ciertas barreras. Un argumento a favor de esta funcién es su
amplia especificidad de sustrato, lo que serviria para hidrolizar un amplio espectro
de péptidos. Concretamente, en los vasos sanguineos cerebrales el enzima podria
servir para limitar el contacto entre las neuronas y los materiales transportados por
la sangre. La actividad de la APM constituye alrededor del 3% de la actividad total
obtenida mediante la extraccion de membranas de cerebro de rata con Triton X-100.
Ademas, el antisuero anti-APM no interacciona con las APMI y APMII de los
trabajos previamente citados.

Chan y colaboradores (1983) estudiaron una AP asociada a las membranas
sinaptosomales de la corteza cerebral de rata, y encontraron que el 40% de la
actividad de AP total medida con Leu-f-naftilamida estaba unida a membrana y podia
solubilizarse con Triton X-100. Los autores no probaron con otros sustratos, pero si
demostraron que el enzima era capaz de degradar el péptido Met-encefalina. Ademas,
mostraba propiedades diferentes a la LeuAP y se inhibia con EDTA y puromicina.
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En 1986, Giros y colaboradores recapitulan sobre las tres AP unidas a
membrana en cerebro de rata descritas hasta el momento. Las tres son sensibles a la
inhibicidon por bestatina. La primera, APMI, posee muy baja afinidad por las
encefalinas (Hersh y McKelvy, 1981; Hersh, 1985), mientras que las otras dos poseen
mayor afinidad. Una de ellas ha sido designada APMII (Hersh y McKelvy, 1981;
Hersh, 1985), aminoencefalinasa de membrana (Hui y Lajtha, 1983; Hui et al.,
1983b) o AP sensible a puromicina (Barclay y Phillips, 1978; Vogel y Altstein, 1979;
Schwartz et al., 1984; Gros et al., 1985a), siendo también sensible a dicho
antibidtico. Utilizando bestatina, puromicina y anticuerpos anti-APM, los autores
concluyen que ambas AP participan en la degradacion de encefalinas, pero que es
predominante la actividad de la APM, a pesar de que se encuentra en menores
concentraciones que las dos anteriores.

Aunque se consideraba que la APM restringia su localizacion a los vasos
sanguineos, un estudio posterior (Solhonne et al., 1987) utilizando analisis mediante
centrifugacion diferencial, demostré que también se localizaba en fracciones que
contenian membranas sinapticas, con lo que ademas de su papel en la prevencion del
acceso de péptidos circulantes al cerebro, se proponia su participacion en la
inactivacion de los neuropéptidos liberados por las neuronas cerebrales.

Finalmente, se ha descrito una nueva AP a partir de la fraccion membrana de
cerebro de mono, al parecer distinta de las tres comentadas anteriormente
(Shimamura et al., 1988). Este enzima posee menor peso molecular y unas constantes
cinéticas diferentes a las anteriores. Sin embargo, el contenido de este enzima en
cerebro es muy bajo y su caracterizacion e importancia fisioldgica estan por
determinar.

La APM que se utiliza comercialmente (Sigma) puede ser utilizada para hacer
descender la presion arterial tanto en ratas normotensas como hipertensas (Wright et
al., 1991). El efecto es bloqueado por inhibidores como la actinonina, amastatina y
bestatina, con lo que parece demostrado que el SRA-AP juega un papel
preponderante en el mecanismo del control de la presion arterial.

De las AP capaces de hidrolizar residuos N-terminales de caracter acido
(APA, EC 3.4.11.17 y AspAP, EC 3.4.11.) resefiadas previamente en esta
introduccion y descritas en tejidos periféricos, solo existe un caso en la literatura
donde se describa algo semejante en el SNC. Kelly y colaboradores (1983) aislaron
en el citosol de cerebro de raton una AP dirigida especificamente hacia péptidos con
residuos N-terminales acidicos (Asp y Glu). El enzima también es capaz de hidrolizar
dipéptidos y tripéptidos, aunque su actividad por los sustratos artificiales Asp-y Glu-
B-naftilamida sea muy escasa; aunque también lo sea para otros sustratos
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derivados de la B-naftilamida. Las propiedades del enzima son diferentes de las de
la APA y la AspAP mencionadas previamente.

Aunque no se ha descrito una verdadera oxitocinasa en el SNC, si puede
detectarse actividad hidrolitica sobre el sustrato Cys-f-naftilamida e incluso actividad
de CysAP (EC 3.4.11.3). Pero queda por demostrar si esta actividad no es idéntica
a la detectada con el sustrato Leu-B-naftilamida, lo que corresponderia a una de las
AP previamente descritas (AlaAP soluble y de membrana). Segun Hopkinson y
Hooper (1970), la distribucion subcelular de oxitocinasa hipotaldmica, medida con
los sustratos de Cys- y Leu-B-naftilamida, es practicamente la misma en el SNC de
perro, pero sugiere la posible existencia de una AP especifica para oxitocina y
vasopresina sensible a los niveles de estrogenos. Curiosamente, seglin los trabajos de
Pliska y colaboradores (1971), los enzimas que degradan ambos péptidos se
encuentran precisamente en el sitio de almacenamiento y liberacion de los mismos
y, en cualquier caso, la actividad proteolitica mas abundante corresponde a una
actividad AP.

La ArgAP lisosomal, también llamada AP-H (EC 3.4.22.16) es una
aminoendopeptidasa poco estudiada a nivel de SNC. Solo se ha purificado a nivel de
cerebro humano y bovino (Azaryan y Galoyan, 1987) y se ha comprobado que posee
propiedades similares al enzima purificado en otros tejidos. Se inhibe por puromicina
y requiere compuestos tiolicos (DTT) para su maxima actividad. Su mejor sustrato
es Arg-fB-naftilamida y su pH optimo 6.5. Es capaz de hidrolizar los péptidos Leu-
encefalina y tuftsina con su actividad AP y bradikinina son su actividad
endopeptidésica. Existe cierta similitud entre este enzima y la APMI purificada por
Hersh yMcKelvy (1981), que hidroliza preferentemente naftilamidas de aminoacidos
basicos. Aunque queda por investigar la naturaleza de ambos enzimas, constituyen
los dos tinicos ejemplos de AP cerebrales no citosolicas con especificidad de sustrato
similar a la ArgAP de la fraccion soluble.
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2. ALCOHOL ETILICOY SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

2.1. INTRODUCCION.

El alcohol es la sustancia psicoactiva mas utilizada en el mundo después de
la cafeina. Su accidn afecta virtualmente a todos los organos del cuerpo, pero su
principal efecto se ejerce sobre el SNC (Freund, 1973; Seixas y Eggleston, 1973;
1976; Deitrich et al., 1989; Nutt y Glue, 1990; Little, 1991; Samson y Harris, 1992;
Littleton y Little, 1994; Nevo y Hamon, 1995; Tsai et al., 1995; Tabakoff y Hoffman,
1996; Tabakoff et al., 1996; Diamond y Gordon, 1997; Lovinger, 1997). También se
tiene el concepto de que el alcohol es un veneno citoplasmatico que causa la muerte
de un cierto numero de células (neuronas) en cada exposicion (Edmondson et al.,
1956), ya que tiene la propiedad de ser deshidratante y precipitar las proteinas del
citoplasma, siendo capaz de lesionar las células con las que se pone en contacto
(Gaddum, 1959).

La ingesta moderada no acarrea riesgos directos para los diferentes sistemas
fisiologicos, pero su consumo excesivo o cronico a largo plazo se asocia a numerosos
procesos degenerativos e inflamatorios del SNC, ademas del resto de tejidos como
higado, corazon, musculo esquelético, pancreas o tracto gastrointestinal (Fadda y
Rossetti, 1998). El dafio en el SNC, que puede ser atribuible a la intoxicacion aguda,
estaria limitado a los desordenes funcionales tales como el envenenamiento de
alcohol, el dafio cerebral, las interacciones droga-alcohol y la disminucion del umbral
de ataque en una resaca o retirada (Mucha y Pinel, 1979). Estos efectos agudos son
generalmente reversibles, si bien los casos de envenenamiento se deben a la
depresion funcional de los centros respiratorios.

El alcohol que aparece en mayor proporcion en las bebidas alcohodlicas es el
etanol, aunque estas también contienen pequenas cantidades de otros alcoholes. El
etanol o alcohol etilico (C,H;OH), en términos farmacoldgicos, pertenece al grupo
de los alcoholes alifaticos de cadena abierta, siendo este el mas importante (Grollman
y Grollman, 1970; Crossland, 1980). Aunque actualmente es poco utilizado como
medicamento (Laurence y Bennett, 1980; Meyers et al., 1981), es de gran importancia
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por servir de introduccion para la farmacologia de los anestésicos generales y los
hipnoticos, con los que se relaciona intimamente (Clark, 1942).

2.2. CARACTERISTICASFARMACOCINETICASDEL ALCOHOL ETiLICO.

2.2.1. Absorcion del Etanol.

Tras la ingesta de alcohol etilico por via oral, este es absorbido por difusién
simple casi en su totalidad por el tracto gastrointestinal (preferentemente duodeno y
yeyuno) (Meyers et al., 1981) debido al rapido transito por el estbmago vacio. Pero
cuando se consume con comida o el estdbmago esta lleno, el etanol se absorbe en el
estobmago de forma mas rapida (Cortot et al., 1986) (figura 1.2.1.). El indice de
absorcion del etanol se determina parcialmente por factores genéticos (Kopun y
Propping, 1977), aunque todavia no se conoce exactamente el mecanismo. No
obstante, el indice de absorcion del estdmago o del intestino delgado contribuye a la
determinacion de la cantidad de etanol que aparece en la circulacion sistémica y
también en el SNC. Y es que tras ser absorbido, el etanol pasa inmediatamente a la
sangre por la circulacion portal, a través del higado, y seguidamente se distribuye a
todo el cuerpo por la circulacion sistémica mediante enzimas de la mucosa géstrica
e intestinal y del higado. Y es que, debido a su bajo peso molecular, pasa facilmente
por las membranas de forma que en cuanto se ingiere empieza a ser absorbido
(Meyers et al., 1981).

Los efectos de este primer paso del metabolismo son mas pronunciados con
dosis de etanol bajas-moderadas, tomadas con la comida o tras la ingesta de ella. Se
habla de cuatro fendmenos en este primer paso:

. Durante la absorcion las concentraciones de alcohol en la vena porta e higado
son mayores que en la circulacion sistémica y en otros 6rganos de la periferia.
Ademas, hay mayor indice de eliminacion del etanol debido a la cinética de
Michaelis-Menten y a la actividad de enzimas con elevada Km por el etanol,
como es la m-alcohol deshidrogenasa (t-ADH) y el sistema etanol-oxidante
microsomal (sistema MEOS).

. El retraso en el vaciamiento gastrico hace que la liberacion del etanol hacia
el duodeno y yeyuno sea mas lenta, donde se absorbe el etanol mas
eficientemente que en el estdmago.

. El vaciamiento gastrico lento permite que los enzimas ADH gastricos
metabolicen el etanol.
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. Esta misma situacion de vaciamiento gastrico lento, disminuye la carga de
etanol presentada al higado y, como resultado de la cinética de Michaelis-
Menten, una pequefia fraccion de etanol llega a la circulacion (Ammon ef al.,
1996; Dohmen et al., 1996).

Estos efectos del primer paso del metabolismo (cinética del metabolismo y
absorcion) son importantes para saber cuanto y como de rapido una dosis moderada
de etanol llega a la circulacion sistémica y cerebro.

N ¢ INGESTION

ABSORCION

LOS TEJIDOS

Figura L1.2.1. Representacion de los pasos que sigue el etanol. Una vez ingerido se absorbe
principalmente en el tracto gastrointestinal (duodeno/yeyuno), aunque también puede hacerlo en el
estomago si se acompana de comida. Tras la absorcion el etanol pasa a la circulacion sistémica y
de aqui a todos los tejidos.
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2.2.2. Distribucion del Etanol en los Diferentes Tejidos.

Una vez en la sangre, el alcohol pasa a los tejidos (Laurence y Bennett, 1980)
a través de todo el cuerpo acuoso (Laurence y Bennett, 1980; Meyers et al., 1981),
ya que el establecimiento del equilibrio entre la concentracion extracelular e
intracelular se da mas rapidamente en organos bien vascularizados con un flujo
sanguineo alto, como son cerebro, higado, pulmones y rifiones. Esto se debe a la gran
hidrosolubilidad del alcohol (Bowman y Rand, 1980), de modo que su concentracion
en los diversos tejidos es directamente proporcional a su contenido acuoso e
inversamente proporcional a su contenido en lipidos (Bowman y Rand, 1980). Razén
esta por la que tras la administracion oral de etanol y tras el establecimiento del
equilibrio entre todos los tejidos y compartimentos extracelulares, la concentracién
de etanol en cerebro y sangre arterial es mayor que en musculos y venas periféricas
(L1, 1983). Luego la concentracion de etanol en aire refleja mejor el nivel existente
en el SNC que las medidas en sangre venosa.

2.2.3. Metabolismo y Eliminacion Enzimatica del Etanol.

El etanol no se acumula en 6rganos especificos ni unidos a componentes
celulares. Se elimina casi totalmente por el metabolismo oxidativo en el higado. La
capacidad de metabolizar etanol por el cerebro ha sido objeto de debate ya que
algunos grupos creen que el metabolismo del etanol se hace en el tejido cerebral
mientras que otros no han podido demostrarlo (Zimatkin y Deitrich, 1997). Si que
algunos estudios han demostrado el metabolismo del alcohol en cerebro, aunque el
indice de dicho metabolismo es menor que el existente en higado (Veloso ef al.,
1972; Tabakoff y Von Wartbutg, 1975). Y esto serd debido a que el higado tiene
mayor peso que el cerebro (4 veces mas). Luego, tras la fase de equilibrio, lo que
determina los efectos farmacologicos y potencialmente patoldgicos del etanol en el
cerebro es el indice de su metabolismo oxidativo por enzimas hepaticos (Eckardt et
al., 1998).

Existen diversos sistemas enzimaticos con diferente afinidad por el etanol que
pueden metabolizarlo. E1 95% del etanol administrado desaparece del organismo por
un proceso de oxidacion (Crossland, 1980) hacia metabolitos muy reactivos, y se
hace principalmente mediante tres sistemas enzimaticos (Li, 1983) como son la
ADH, aldehido deshidrogenasa (ALDH) y la catalasa (figura 1.2.2.). Las etapas son
las siguientes (Goldstein et al., 1974; Lieber, 1975):

* Eletanol se metaboliza a acetaldehido principalmente por la ADH y mediante
el coenzima I (nicotin-adenin-dinucleotido; NAD) que lo transforma en NAD
reducido (NADH). Esto ocurre en el higado, donde se encuentra la ADH
(Lieber, 1975). Pero este sistema se satura rapidamente y entonces etanol
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tambi én se metabolizapor unaviaaccesoria(Lieber, 1975) hastaacetal dehido
por medio de una oxidasa presente en €l reticulo endoplasmético liso de
microsomas hepéticos (Lieber, 1975), e sistema MEOS, que requiere
NADPH (nicotin.adenin-dinucledtido-fosfato reducido) y que se transforma
en NADP (nicotin.adenin-dinuclettido-fosfato) existiendo consumo de
oxigeno. Aunque poca cantidad de etanol se metaboliza por esta Ultima via
en circunstancias normales, el sistema microsomal se va haciendo més
importante al aumentar la dosis. Aqui tiene importancia la catalasa, aunque
probablemente contribuya poco a todas las reacciones en condiciones
fisioldgicas normales, debido su limitacion por la disponibilidad del co-
sustrato H,0,.

* El acetaldehido se transforma en écido acético graciasala ALDH y NADP,
gue luego se convertira en acetil-coenzima A (-CoA)o acetato activo. Este
proceso que se daen higado y parcialmente en cerebroy rifion (Clark, 1942),
ocurre en mitocondrias, necesitando NAD que se transforma en NADH.

» El acetato activo seincorporaal ciclo de los écidos tricarboxilicos para
convertirse finamente en CO, y H,O (Laurence y Bennett, 1980) en las
mitocondrias.

ETANOL
NAD Per oxisomas NADPH
ADH Catalasa(H,0,) MEOS
NADH NADP
: : ACETALDEHIDO
Mitocondria A
NAD L NAD
NADH D NADH
H
ACIDO ACETICO
ATPD
CoA
ADP
H,O
ACETIL CoA/ACETATO ACTIVO CAT co
2

Figural.2.2. Esquemadel metabolismo del etanol enlosdiferentescompartimentoscelulares.
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La ADH se encuentra en el citosol en forma de alta y baja Km, metabolizando
al etanol en un amplio rango de concentraciones. Existen diferentes formas
moleculares de la ADH en higado de humanos (son dimeros con subunidades de 40
KDa que tienen 2 atomos de zinc por subunidad). La forma o-ADHI tiene mayor
Vmax y Km por el alcohol que las demas ADH de la clase I, ademas puede jugar un
papel importante en el primer paso del metabolismo (Eckardt et al., 1998).

El sistema MEOS (isoformas del citocromo P450, que es un citocromo
microsomal especializado, y la NADPH-citocromo-P450-reductasa) tiene alta Km
por el etanol (10 mM) y, como ya se ha visto, su contribucion es significativa solo
tras el aumento moderado de la concentracion de etanol en el higado (Eckardt et al.,
1998).

La ALDH también tiene formas de alta y baja Km, siendo la mas importante
y principal responsable de la oxidacion del acetaldehido a acetato la forma de baja
Km que se encuentra en la mitocondria (ALDH2). La ALDH tiene multiples formas
moleculares en el higado humano pero solo las isozimas de la clase I y II estan
implicadas en la oxidacion del acetaldehido. Son dependientes de NAD'. La ALDH1
es la isoenzima con mayor Km de la fraccion subcelular citosolica. ALDHI1 y 2 son
moléculas tetraméricas con subunidades de unos 500 aminoacidos cuya secuencia es
idéntica en un 68% (Jornvall et al., 1987).

Como se ha visto, cuando la concentracion de etanol es mayor, el indice de
eliminacion es mas rapido debido a la existencia de sistemas enzimaticos de alta Km,
como son MEOS, n-ADH y B;-ADH (Eckardt et al., 1998).

El equilibrio de la reaccion de la ADH a pH 7.3 favorece la reduccion del
aldehido hacia alcohol. Para que ocurra la oxidacion del etanol la concentracion
constante de acetaldehido y de NADH tiene que ser baja. La reaccion de la ALDH es
irreversible en la direccion de la formacion de acetato, y la alta eficiencia catalitica
de la ALDH2 junto con el elevado indice de reoxidacion del NADH hacia NAD" por
la mitocondria permite al metabolismo del etanol continuar en unos indices
razonables en el higado. En la eliminacion del etanol, la concentracion de éste en
higado esta en el rango de mM, mientras que las concentraciones de acetaldehido
estan en el de uM. La reaccioén de la ADH esta limitada por el metabolismo del
etanol, pero el indice de esta reaccion se inhibe por altas concentraciones de
acetaldehido y NADH (Crabb et al., 1983). Numerosos factores, incluyendo los
factores genéticos relacionados con el metabolismo del etanol, més que con
experiencias con la bebida, y otros factores genéticamente determinantes y
ambientales tendran una funcién importante cuando el SNC u otros 6rganos del
cuerpo se expongan al etanol tras el consumo de bebidas alcohdlicas. Luego la

Pagina 34



INTRODUCCION

capacidad de biotransformacion del etanol, la velocidad de desaparicion del
organismo y la disminucién del nivel sanguineo, no depende de la concentracion
inicial ni de la cantidad (Clark, 1942; Grollman y Grollman, 1970; Meyers et al.,
1981). La velocidad de oxidacion es constante (Goldstein ef al., 1974) y solamente
depende del peso corporal del individuo (Goldstein ef al., 1974; Browman y Rand,
1980) y del peso del higado; Se trata de un proceso descrito por un modelo sencillo
de orden pseudocero (Widmark) o una cinética simple de Michaelis-Menten (Von
Wartburg, 1989). La velocidad de transformacion del alcohol en acetaldehido alcanza
su maximo (Laurence y Bennett, 1980) cuando se satura el sistema ADH-NAD
(Goldstein et al., 1974). Como consecuencia de la saturacién enzimatica, la
biotransformacion se retarda. Luego al saturarse rapidamente la ADH, el indice del
metabolismo del etanol es de orden cero, por lo que debido a esta cinética de orden
cero el indice de consumo del etanol es mas importante que la cantidad (cuanto mas
alcohol se tome, mas entrara al organismo). Pueden ser apropiados los amplios
rangos de concentracion de etanol, teniendo en cuenta los diferentes indices de
absorcion y los efectos del primer paso del metabolismo, los modelos cinéticos de
Michaelis-Menten multicompartamentales y multienzimaticos (Von Wartburg, 1989).

El acetaldehido (catabolito oxidativo reactivo del etanol) puede contribuir a
los efectos en el SNC (Hunt, 1996), y aunque no penetra facilmente al cerebro puede
ser formado en tejidos cerebrales por la ADH Il y el P4501IE,, que esta presente en
el cerebro (Zimatkin y Deitrich, 1997) y puede danar directamente al SNC
(Streissguth et al., 1980b; King et al., 1988; Lieber, 1988). También la acumulacioén
de etil ésteres de acidos grasos, formados por el metabolismo no-oxidativo del etanol,
ha sido propuesto como un posible mecanismo de neurodegeneracion (Laposata y
Lange, 1986; Bora y Lange, 1993). Aunque la contribucion de los productos del
metabolismo del etanol a la neurodegeneracion no se tuvieran en cuenta, es la retirada
del etanol cronico mas que la intoxicacion cronica la responsable del dafio para las
neuronas, incluso existen evidencias de que el etanol puede proteger contra la
neurodegeneracion inducida por la retirada de alcohol (Chandler et al., 1993a, b).

La ingesta del etanol per se puede no dar una definicién adecuada de dosis
moderadas, cronicas, etc., sobre todo al considerar el efecto del alcohol en el SNC.
Las variables asociadas a la ingesta, absorcion, distribucion y metabolismo del etanol
pueden dar diferencias en los niveles de alcohol en sangre y cerebro debido a que
existen diversos factores que estdn implicados en este hecho, tales como las
variaciones entre individuos, en las diferentes condiciones de edad, etnia, etc., asi
como el tipo de bebida, si se acompafia de comida y/o la composicion de ambas.

Tras la fase de absorcion y distribucion, los indices de eliminacion del etanol
se estiman midiendo la concentracion de este en sangre y aire (Eckardt et al., 1998).
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2.3. MECANISMOS DE ACCION DEL ETANOL.

La complejidad y multitud de los efectos que
produce en los sistemas neuronales el etanol depende de
la simplicidad de su estructura quimica. El etanol es una
droga débil, cuya molécula no contiene ningiin carbono
asimétrico. Asi, su interaccion con sustratos bioldgicos no
es estéreo-selectiva (figura 1.2.3.).

El grupo hidroxilo (OH) favorece la formacion de
puentes de hidrogeno con aceptores o dadores de
electrones de proteinas o cabezas polares de las
Figura 1.2.3. Estructura de membranas fosfolipidicas (Franks y Lieb, 1978;
la molécula de etanol. Brockerhoff et al., 1990; Chiou et al., 1990; Abaham et

al., 1991; Barry y Gawrish, 1994). Esta formacion de
puentes de hidrogeno hace al etanol soluble en agua y mediante estos puentes de
hidrégeno puede modificar la organizacion de las moléculas de agua en la matriz
extracelular (Yurttas et al., 1992) alterando también la solvencia de los ligandos o de
los iones que interaccionan con las proteinas receptoras. Este mecanismo de
solvencia puede contribuir a la peculiar susceptibilidad que tienen los canales
dependientes de ligando de los transmisores y los canales ionicos al etanol (Fadda y
Rossetti, 1998).

Ademas, el otro extremo final de la molécula del etanol contiene un grupo
lipofilico que puede interaccionar con dominios no polares. Por tanto, y al contrario
de lo que se cree, el etanol tiene baja solubilidad en lipidos. Se localiza en la region
de las cabezas polares y muy poco entre los lipidos de membranas neuronales (Barry
y Gawrish, 1994). Estas propiedades fisico-quimicas favorecen las fuerzas de
interaccion del etanol con sustratos bioldgicos. Aunque el etanol puede afectar al
balance térmico natural que mantiene la arquitectura de las membranas y puede
alterar los dominios que determinan las interacciones proteina-membranay proteina-
ligando (Wang et al., 1993), también se ha visto que puede actuar directamente en
las proteinas de las membranas produciendo cambios conformacionales que alteren
su funcion (Eyring ef al., 1973; Franks y Lieb, 1982; 1991; 1994; Lovinger et al.,
1989; Dickinson ef al., 1993; Li et al., 1994; Peoples y Weight, 1995; Lovinger,
1997). Dicho efecto limitante no se debe a la interaccion del alcohol con la membrana
lipidica, sino que implica la interaccion del alcohol con un bolsillo conformacional,
teniendo una arquitectura esférica relativamente rigida en la estructura de la proteina
receptora (Peoples y Weight, 1995).

La genética molecular muestra evidencias de la interaccion del etanol con
sitios especificos localizados en proteinas de membrana. Por mutagénesis dirigida se
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han identificado dos sitios inhibitorios, en el receptor muscular de la acetilcolina
(ACh) (Forman et al., 1995) y en el dominio N-terminal extracelular de un receptor
neuronal de la a7-ACh (Yu et al., 1996; Zhang et al., 1997). Ademas, el etanol ha
mostrado interaccion con un sitio en los dominios transmembrana del receptor
quimera de la serotonina (5-hidroxitriptamina; SHT), SHT; (Zhang et al., 1997). En
construcciones de receptores quiméricos (Mihic ef al., 1997) se ha identificado una
region de 45 residuos aminoacidicos en los dominios transmembrana 1 y 3 del
receptor acido-y-N-butirico A (GABA,) y del receptor de la Gly que ponen en duda
la modulacién alostérica de este receptor por etanol. Otros estudios en oocitos de
Xenopus muestran la interaccion directa que existe entre etanol y proteinas, también
por el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) (Wright ez al., 1996). En este receptor
el etanol interacciona con un sitio alostérico que es independiente del sitio de
reconocimiento por el agonista Glu o Gly y reduce la eficacia de los agonistas por
modulacion de las cinéticas de la entrada de los canales (Fadda y Rossetti, 1998).

Exiracelular

Imiracelular

Figura 1.2.4. Esquema de los dominios celulares con los que el etanol puede
interaccionar en un hipotético receptor acoplado a un canal ionico. El etanol puede
producir cambios en la arquitectura de la membrana alterando el orden o composicion
de los lipidos de membrana (1) o modificando la estructura fosfolipidica entre los
microdominios proteina-lipidos (3). El etanol interacciona primeramente con la
cabeza polar de fosfolipidos (2) en la interfase/dominio lipidos-agua formando puentes
de hidrogeno. Estas interacciones producen pequernios efectos en la funcion de las
proteinas de membrana y solamente con altas concentraciones de etanol (> 100 mM).
Interacciones especificas-directas con la estructura aminoacidica de la proteina se dan
a concentraciones farmacologicamente relevantes (10-50 mM) entre los bolsillos
hidrofobicos de los dominios agua-proteina. Estos sitios pueden cerrarse en la
interfase agua-lipidos (4) como en los receptores GABA, y de Gly, o pueden estar
asociados al mecanismo de entrada del canal (5), como el receptor NMDA o en los
sitios alostéricos en el dominio extracelular N-terminal (a) que tiene el sitio de
reconocimiento para el ligando endogeno (6) como es el caso del receptor de la ACh.
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Resumiendo, los efectos farmacologicos del etanol no son selectivos en tanto
que pueden afectar a la organizacion de la membrana, la funcion de los enzimas que
estan unidos a la membrana, los canales i6nicos, los enzimas y las proteinas
implicadas en la sefial de trasduccion y expresion de genes, las proteinas
transportadoras y los iono6foros acoplados a receptores (Tabakoffy Hoffman, 1996a;
Diamond y Gordon, 1997; Lovinger, 1997). Por el contrario sus efectos son
especificos en tanto que el etanol interacciona con sitios discretos en cada proteina
particular que ponen en duda la funcidn proteica y el funcionamiento celular. A
continuacion se muestran esquematicamente los dominios celulares con los que el
etanol puede interaccionar en un receptor hipotético (Fadda y Rossetti, 1998) (figura
1.2.4.).

2.4. EFECTOSDEL ALCOHOL ETiLICcO A NIVEL PERIFERICO.

De forma breve indicar que en el metabolismo energético, el etanol no tiene
un efecto directo (Grollman y Grollman, 1970), pero si que en la etapa de depresion
y suefio inducida por el etanol se da paralelamente una disminucion del
metabolismo, sucediendo lo contrario durante la excitacion (Grollman y Grollman,
1970). Sobre el metabolismo de los carbohidratos, el alcohol puede producir
hiperglucemia (Lieber, 1975; Laurence y Bennett, 1980) por estimulacion de la
gluconeogénesis, aunque como respuesta y para controlar esta situacion se puede
producir hipoglucemia. También puede aumentar la lipogénesis y disminuir la
oxidacion de las grasas (Lieber, 1975).

El alcohol es una fuente de energia y al oxidarse libera 7 Kcal/g (Grollman
y Grollman, 1970; Bowman y Rand, 1980; Meyers et al., 1981), luego es un alimento
energético y por otra parte no requiere digestion en el tracto gastrointestinal, se
absorbe rapidamente (Laurence y Bennett, 1980) y se utiliza a mayor velocidad que
la mayoria de los alimentos (Grollman y Grollman, 1970). El etanol, como alimento,
es capaz de sustituir a los carbohidratos, grasas o proteinas como fuente de calor y
trabajo (Meyers et al., 1981), pudiendo ejercer una acciéon de ahorro de proteinas
(Grollman y Grollman, 1970). Ahora bien, el alcohol es un mal alimento (Clark,
1981) ya que se oxida a una velocidad constante y no se adapta a las necesidades
metabdlicas del individuo, los tejidos no pueden concentrarlo ni almacenarlo para una
utilizacion posterior y es una sustancia toxica que ingerida en exceso a largo plazo
produce alteraciones graves en el organismo como ya se ha indicado (Litter, 1988).

Sobre el higado, la biotransformacion de etanol necesita NAD y este
coenzima puede ser reducido en casos de ingestion masiva de alcohol. Con la
deplecion de NAD, muchos compuestos como Glu, lactato, se acumulan en el cuerpo
produciendo disfunciones en el higado (Rogers et al., 1981). Esto lleva a la
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formacion de un higado cirrdtico y con grasas, caracteristico de estos casos, ademas
de producirse dafios en la gluconeogénesis e hipoglucemia. El dafio resultante en el
metabolismo de la glucosa tiene efectos mentales debido al alcohol, ya que el cerebro
es un oOrgano insulino-dependiente. Los efectos en la fluidez de las membranas
también pueden alterar la absorcion de vitaminas hidrosolubles y aumentar las
secreciones gastricas (HCI y jugos digestivos) que contribuyen a la produccion de
gastritis y pancreatitis. El alcohol actia como astringente, deshidratando tejidos, que
contribuye a la irritacién de la mucosa. La deficiencia en vitaminas hidrosolubles se
asocia a la pérdida de antioxidantes necesarios y esenciales para reducir el dafio sobre
los tejidos, sobre todo del SNC (Carvey, 1998).

2.5. EFECTOSDEL ALCOHOL ETiLICO SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

El mecanismo de accion del etanol implica muchos sitios en el SNC, por
medio de su influencia en la funcion de la mayoria de los sistemas neuronales a nivel
molecular, celular o de sistemas. Esto queda evidenciado por la reversibilidad de la
interaccion del etanol con sustratos neurobioldgicos, las alteraciones en las funciones
cerebrales asociadas a la ingesta cronica de etanol son el resultado de modificaciones
adaptativas (plasticas) que tienen lugar en el cerebro en respuesta a los efectos del
etanol. Estos cambios pueden ser de corta duracion o duraderos pero reversibles, o
pueden ser permanentes y estar asociados a procesos degenerativos en algunas
estructuras cerebrales (Fadda y Rossetti, 1998).

Hay que tener cuidado al extrapolar datos de roedores a humanos porque los
animales muestran mayor resistencia a los efectos del etanol (Litter, 1988). Por lo
general, en animales de experimentacion la administracion de alcohol produce un
estado depresivo evidenciado por sueno, con pérdida de los reflejos de la postura y
que a altas dosis lleva a la muerte por parada respiratoria (Frommel y Seydoux,
1964).

La accion farmacologica fundamental del alcohol se ejerce sobre el SNC
(Gaddum, 1959; Laurence y Bennett, 1980) y es depresora general de accioén
inespecifica o no selectiva (Ley de Jackson), disminuyendo la funcién de todos los
centros nerviosos en sucesion ordenada (Grollman y grollman, 1970; Bowman y
Rand, 1980; Crossland, 1980; Laurence y Bennett, 1980; Clark, 1981; Meyers et al.,
1981; Bradley et al., 1986; Carlsson, 1987; Ashton, 1993), cuyas manifestaciones
estan relacionadas con la concentracion sanguinea de la droga (Gaddum, 1959;
Bradley et al., 1986; Carlsson, 1987; Litter, 1988; Ashton, 1993). Podria hablarse de
cuatro periodos en los que queda claro el conocido perfil bifasico del etanol
(Pohoerecky, 1977; Mechoulam, 1986; Pratt, 1991; Kalivas y Samson, 1992; Smith,
1994).
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. En una situacion normal (Periodo O), los centros corticales superiores, con
su influencia inhibidora sobre los centros cerebrales inferiores, permiten un
comportamiento sano, sin dar libertad a los instintos primitivos liberados bajo
la influencia del alcohol (Bowman y Rand, 1980).

. Periodo I: En situaciones iniciales de ingesta o de baja concentracion de
alcohol (Gaddum, 1959; Bowman y Rand, 1980; Meyers, et al., 1981) se
produce un incremento de la actividad del individuo debido a la liberacién de
los centros cerebrales inferiores por depresion de los centros corticales
superiores, que normalmente ejercen una influencia inhibidora sobre los
primeros (Gaddum, 1959; Clark, 1942; Crossland, 1980; Laurence y Bennett,
1980; Mechoulam, 1986; Pratt, 1991; Kalivas y Samson, 1992; Smith, 1994).
Y esto se manifiesta en una estimulaciéon motora o funcional donde se
produce una disminucién del tiempo de reaccion, del juicio y precision del
funcionamiento del individuo (memoria, atencion) (Mechoulam, 1986; Pratt,
1991; Kalivas y Samson, 1992; Smith, 1994). El alcohol tiene la propiedad
de atenuar la ansiedad, con accion sedante, semejante a los hipndticos y
sedantes (Meyers et al., 1981). Es frecuente la produccion de suefio, lo que
indica que se ha actuado sobre la formacion reticular del tallo cerebral
(Laurence y Bennett, 1980).

. Periodo II: Se afectan los centros subcorticales del tallo cerebral, incluyendo
los vestibulares, y cerebelo (Grollman y Grollman, 1970). Las alteraciones
funcionales son evidentes (Clark, 1942), se pierde la coordinacién, existe
confusion, ataxia. Existe pérdida absoluta del autocontrol por falta de la
inhibicion (Crossland, 1980).

. Periodo III: Se afectan los centros espinales (Bowman y Rand, 1980),
provocando suefio profundo, inconsciencia, estupor, llegando al coma,
semejante a la anestesia general (Crossland, 1980).

. Periodo IV: Se deprimen los centros bulbares (vasomotor, respiratorio)
existiendo peligro de muerte (Meyers ef al., 1981); el coma es profundo, la
piel estd humeda y fria, el pulso acelerado y las respiraciones lentas (Bowman
y Rand, 1980).

Estos periodos corresponden aproximadamente a los que producen los
anestésicos generales (Meyers ef al., 1981), pero se diferencian de ellos en que el
segundo periodo es mucho mas largo para el alcohol (Litter, 1988).
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Todo esto demuestra que el alcohol es un depresor, especialmente de los
centros corticales inhibidores superiores (Clark, 1942; Laurence y Bennett, 1980) y
al respecto debe sefialarse que los reflejos condicionados inhibidores son deprimidos
por el alcohol mas facilmente que los reflejos positivos (Gaddum, 1959).

Por otro lado, el desorden mas relacionado al alcoholismo se da por la
desmielinizacion de los nervios periféricos, lo que se llama neuropatia periférica. El
alcohol en contacto con el nervio, bloquea los impulsos sensitivos y motores
provocando anestesia y paralisis (Bowman y Rand, 1980). Esta se asocia a la
disminucién de la agudeza sensorial, parestesia y disminucion de la velocidad de
conduccién (Fadda y Rossetti, 1998). La desmielinizacion refleja la deficiencia en
tiamina (vitamina B,,) (Victor et al., 1989), y esta carencia de tiamina dafia al SNC
(Kril, 1996; Longlais et al., 1996) causando un desorden neurologico, por la
combinacion de diversos factores como son: la malnutricion o una dieta inadecuada
(falta de vitaminas), la reduccion de la absorcion gastrointestinal y la disminucion del
almacenamiento hepatico de esta vitamina y el uso dafiino del alcohol (Thomson et
al., 1983). Consecuencia de esto, en el cerebro de alcohdlicos han sido observadas
una gran variedad de cambios neuropatologicos y morfologicos denominado
encefalopatia de Wernicke. Y aunque es posible caracterizar cambios patologicos en
diferentes regiones cerebrales no esta claro como es que la deficiencia en tiamina
causa lesiones cerebrales (Fadda y Rossetti, 1998).

Solamente los alcoholicos deficientes en tiamina desarrollan la encefalopatia
de Wernicke, quizés porque han heredado (Blass y Gibson, 1977; Mukherjee ef al.,
1987) o adquirido (Jeyasingham et al., 1987) anormalidades del enzima dependiente
de tiamina, transcetolasa, que va a reducir su afinidad por la tiamina (Charness,
1996). Latiamina es un cofactor de la transcetolasa, la a-cetoglutarato-dehidrogenasa
y de la piruvato deshidrogenasa (Victor et al., 1989) y puede funcionar en la
conduccion axonal y transminsién sinaptica (Iwata, 1982). Estas enzimas
dependientes de tiamina juegan un papel importante en el uso de la energia cerebral.
Se propuso que la deficiencia en tiamina inicia el dafio neuronal mediante la
inhibicion del metabolismo energético en regiones cerebrales con requerimientos
metabolicos altos (Butterworth ez al., 1993). Ademas se demostr6 que la carencia de
tiamina causa disminucion en el uso de al glucosa cerebral (Hakim, 1984; Hakim y
Pappius, 1983).

Estudios en animales superiores sugieren que la exictotoxicidad puede ser
parte del camino final que va de la deficiencia en tiamina al dafio neuronal. Las
lesiones de Wernicke pueden prevenirse quitando el Glu que se acumula en
determinadas regiones cerebrales (Langlais y Zhang, 1993). El hecho de que el
tratamiento cronico con etanol aumente la densidad de los receptores NMDA en
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determinadas regiones cerebrales (Grant et al., 1990b; Gulya et al., 1991) sugiere la
existencia de un posible mecanismo por el que la ingestion cronica de etanol puede
potenciar la excitotoxicidad del Glu en la encefalopatia de Wernicke (Lovinger,
1993).

Pero, el 80% de los pacientes alcoholicos que se recuperan de la encefalopatia
de Wernicke muestran el dafio selectivo de la memoria denominado sindrome
amnésico de Korsakoff (Victor et al., 1989). En general, aparece un estado de
confusion mental donde las funciones cognitivas como la inteligencia y la memoria
estan dafadas, junto con debilidad emocional, ataxia y/o paralisis de los musculos
externos del ojo (Bowden, 1990; Jacobson et al, 1990).

Este sindrome de Korsakoff no es una secuela frecuente de la encefalopatia
de Wernicke en individuos no alcohoélicos (Freund, 1973), y aunque es posible que
los efectos neurotoxicos del etanol empeoren el desorden cerebral de la deficiencia
en tiamina, estd claro que el sindrome de Korsakoff puede darse en ausencia de la
ingesta de etanol (libro del alcohol). Cuando se dan ambos casos se habla del
sindrome de Wernicke-Korsakoff (SWK) (Victor y Yakoulav, 1955; Korsakoff,
1889; 1890).

Cuando durante la vida de un individuo se ha ingerido bastante alcohol se
predicen peores consecuencias en el rendimiento neuropsicolédgico (Eckardt ef al.,
1995). En la permanencia de la abstinencia se pueden resolver alguno de los déficits
observados (Bennett, 1960; Volkow et al., 1994).

Estudios neuropatologicos han mostrado la reduccion de peso y volumen que
muestra el cerebro en alcoholicos (Bergman et al., 1980; Carlen et al., 1981; Harper
y Blumbergs 1982; Wilkinson 1982; Ron 1983; Harper y Kril 1985; Torvik 1987a,b;
Lindboe y Loberg 1988). Se ha mostrado una correlacion negativa entre la cantidad
de alcohol consumido durante toda la vida y el grado de atrofia cerebral (pérdida de
materia blanca) (Harding et al., 1996; Krill ef al., 1997). La reduccion del peso del
cerebro y volumen se justifica por una reduccién en el volumen de la materia blanca
de los hemisferios cerebrales mas que por una pérdida de tejido cortical (Harper et
al., 1985; De la Monte, 1988; Pfefferbaum et al., 1992), que es proporcional al
aumento del espacio entre cerebro y craneo, el volumen ventricular (De la Monte,
1988). Existe un componente de la pérdida que es reversible en periodos de
abstinencia (Carlen y Wilkinson, 1987; Shear et al., 1994; Pfefferbaum et al., 1995;
Trabert et al., 1995). Otros estudios han demostrado también una disminucion del
volumen de la materia gris (Pfefferbaum et al., 1992; Shear et al., 1994). Muchos de
los cambios producidos en la materia blanca parecen estar relacionados con cambios
en la mielinizacion. Aquellos que tienen complicaciones adicionales como cirrosis
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o el SWK tienen las mayores reducciones de peso del cerebro (Harper y Blumbergs,
1982; Vitor et al., 1989).

Como ya se ha visto existen pocas dudas de que el etanol, en un periodo de
tiempo considerable, puede originar dafios en diferentes estructuras que se asocian
a un amplio rango y variabilidad de dafios neuroanatémicos. A continuacion se
muestran algunas de las estructuras que sufren una mayor reduccion debido a que
contienen gran cantidad de materia blanca (Nasrallah et al., 1986; Phillips ef al.,
1987; Harper y Krill, 1988; Pfefferbaum et al., 1996; Sullivan et al., 1996) (figura
12.5)):

Figural.2.5. Esquema de las diferentes zonas en las que el etanol puede actuar produciendo
una reduccion de materia blanca,; Cerebelo (CB); Cerebro basal: niicleos colinérgicos (NC),
Diencéffalo. cuerpos mamilares (CM), hipotalamo (HT), talamo (T),; Ganglios basales (GB),
Lobulos frontales: corteza frontal (CF), corteza prefrontal (CP); Lobulo temporal: hipocampo
(HC); Locus ceruleus (LC).

. Lobulos frontales. La region que parece estar mas afectada que otras regiones
corticales (Walsh, 1985; Mayes et al., 1988; Shimamura et al., 1988; Kril y
Harper, 1989; Jacobson y Lishman, 1990; Jernigan ef al., 1991a,b) donde
existe un metabolismo menor respecto a individuos que no toman alcohol
(Samson et al., 1986; Hata et al., 1987, Sachs et al., 1987; Wik et al., 1988;
Gilman et al., 1990; Adams et al., 1993). Y es que debido a que el etanol
disminuye el flujo sanguineo en el l6bulo medio frontal (Adams et al., 1993),
esta zona y regiones periventriculares también muestran menor flujo
sanguineo cerebral (Hunter ez al., 1989; Melgard et al., 1990), produciendose
una reduccion del metabolismo de la glucosa, ademas de dafios en la funcion
de la memoria, ya que las zonas implicadas en esta son la corteza frontal,
ventromedial y las conexiones que existen entre estas. Esta region a su vez
esta conectada con estructuras del sistema limbico y del diencéfalo (Samson
et al., 1986; Gilman et al., 1990). Debido al papel que tiene la corteza
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prefrontal en la motivacion y percepcion, es posible que las carencias
cognitivas asociadas al dafio del 16bulo frontal se deban a una disfuncion en
la neurotransmision dopaminérgica mesocortical en individuos que toman
etanol, ya que la corteza prefrontal esta intimamente ligada a la zona basal del
cerebro, a las estructuras del 16bulo medial y al diencéfalo (Fadda y Rossetti,
1998).

. Diencéfalo. El diencéfalo, incluye dos regiones principales, tdlamo e
hipotalamo. Estas estructuras, que estan implicadas en la memoria, también
parecen ser vulnerables en alcoholicos. Los cuerpos mamilares del
hipotalamo, el nucleo talamico medio dorsal (MD) y las fibras nerviosas que
conectan estas dos estructuras son las principales zonas danadas (Victor et al.,
1971; Alling y Bostrom, 1980; Markowitsch, 1988; 1989; Squire et al., 1990;
Sullivan et al., 1995), junto a un ensanchamiento del tercer ventriculo
(Shimamura et al., 1988; Jacobson y Lishman, 1990; Jernigan et al., 1991a).
Existen el la literatura bastantes patologias talamicas e hipotaldmicas en
alcohdlicos, pero la mayoria relacionadas con pacientes con deficiencia en
tiamina (SWK) (Harper, 1983; Victor et al., 1989; Harding et al., 1996;
Harper y Butterworth, 1997). Existe relacion entre el volumen del tdlamo y
la maxima cantidad de alcohol tomada al dia (Kril ez al., 1997). Aunque no
se dan anormalidades microscoOpicas y macroscopicas especificas (Harper,
1998).

. Cerebro basal. Comprende los nucleos colinérgicos tales como el ntcleo
septal medial, nucleo de la banda diagonal de Broca y el nucleo basal de
Meynert. Arendt y colaboradores (1983) encontraron pérdidas significativas
de neuronas en el nucleo basal de Meynert en pacientes Korsakoff, y otros
autores han confirmado la muerte celular producida en neuronas colinérgicas
del cerebro basal (Halliday et al., 1994; Cullen y Halliday, 1995).

. Loébulo medio temporal. Aqui se encuentra una mayor reduccion de volumen
(Jernigan et al., 1991a,b). El déficit de volumen del hipocampo no es la causa
de los dafios en la memoria o de la amnesia, aunque puede contribuir al dafio
de la memoria cuando se combina con déficit de volumen en otras areas
cerebrales implicadas en la memoria como son el nucleo taldmico y los
cuerpos mamilares (Sullivan et al., 1995). Aunque hay autores que han
demostrado como el dafio en el hipocampo por si solo es suficiente para
producir una pérdida significativa (Press et al., 1989). Se ha visto que hay
neuronas en el hipocampo que son dafiadas por el alcohol selectivamente
(Walker et al., 1980b; McMullen et al., 1984), y también se ha visto que el
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cambio producido se explica por la pérdida de materia blanca (Fadda y
Rossetti, 1998).

. Cerebelo. Se produce hipometabolismo y atrofia del cerebelo (Cala et al.,
1978; Gilman et al., 1990; Davila et al., 1994) que se asocia frecuentemente
al alcoholismo (Victor et al., 1971; Torvik et al., 1982; Harper, 1983;
Pfefferbaum y Rosembloom, 1993) y se caracteriza clinicamente por ataxia
e incoordinacién de las extremidades inferiores (Victor et al., 1971).
Macroscopicamente hay degeneracion neuronal en la porcidén anterior y
superior del vermis cerebeloso, que en muchos casos puede extenderse al
l6bulo anterior (Victor et al., 1971; 1989). Harding y colaboradores (1998)
vieron que ademds de disminuir la materia blanca del vermis también lo
hacian las zonas intermedia y lateral. Microscopicamente, Phillips y
colaboradores, (1987, 1990) encontraron una disminucion de la densidad de
las células de Purkinge que tienen una distribucion espinocerebelar. La
pérdida neuronal se correlaciona negativamente con la cantidad de alcohol
consumido al dia (Harding et al., 1998). La deficiencia de tiamina ha sido
implicada en la etiologia de la degenenracion cerebelar relacionada al alcohol,
y esto es reversible con la administracion de tiamina (Victor ef al., 1989),
incluso en presencia de alcohol (Victor ef al., 1989). Luego puede afectar al
cerebelo funcional y estructuralmente (Fadda y Rossetti, 1998).

. Ganglios basales. No existen evidencias clinicas o anatomopatologicas de que
los ganglios basales se dafien en procesos en los que el etanol actie (Harper
y Kril, 1985).Quizas se han visto cambios en el sistema de neurotransmision
(Freund y Ballinger, 1989).

. Locus ceruleus. Esta relacionado con la capacidad del organismo para
favorecer la adaptacion a estimulos inesperados procedentes del medio
externo. Cuando se ingiere etanol aumenta la variabilidad en la respuesta de
las neuronas del locus ceruleus a sucesos sensoriales procedentes del exterior,
lo que conduce a una pérdida de atencion disminuyendo la capacidad para
producir las respuestas adaptativas apropiadas (Harper, 1998).

La distribucion y extension de la pérdida neuronal depende de la duracion,
magnitud y modo de exposicion al etanol, de la susceptibilidad genética de las
especies y la raza de los individuos estudiados. Aunque todavia es dificil definir los
niveles de alcohol que causan cambios, se ha sugerido que la retirada de alcohol
puede jugar un papel en el dafio cerebral (Cavazos et al., 1994).
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2.5.1. Efectosa Nivel Molecular.

Los mecanismos y factores propuestos que contribuyen a la
neurodegeneracion no estan bien conocidos, por eso se habla de posibles mecanismos
moleculares del dafio cerebral inducido por etanol. El dafio cerebral se puede
complicar, como ya se ha visto, con las deficiencias nutricionales y por la presencia
de otros dafios en pancreas, higado y corazon (Tarter y Edwards, 1985; Butterworth,
1995).

Pero durante mucho tiempo se ha pensado que la accion del etanol sobre el
sistema nervioso se debia casi exclusivamente a una accion inespecifica sobre las
membranas celulares. La hipotesis, que surgio para explicar los efectos del etanol en
el SNC, sugeria que el etanol, como molécula anfipatica que es, producia una
perturbacion fisica de la matriz lipidica de las membranas neuronales, llevando
posiblemente a cambios en la actividad de las proteinas unidas a membrana debido
a la existencia de interacciones especificas directas con proteinas neuronales que ven
alterada su funcion (Fadda y Rossetti, 1998). Luego dicha desorganizaciéon producida
en las membranas altera la funcionalidad de sus componentes proteicos y también
lipidicos, aumentando la fluidez de membrana, pero a concentraciones
farmacologicamente relevantes el efecto del etanol en la fluidez de la matriz lipidica
de las membranas es muy pequefio, a veces indetectable (Sanchez-Amate et al., 1992;
1995; Tabakoffet al., 1996). Como se ha visto anteriormente, al encontrarse entre los
componentes proteicos diversos tipos de canales i6nicos, proteinas transportadoras
o proteinas generadoras de segundos mensajeros entre otras, se pueden producir
cambios de distinto tipo (Chin y Goldstein, 1981). No obstante, aunque el alcohol
entra a las membranas su distribucioén no es uniforme, y esto sugiere que el sitio de
union, quizas en la interfase proteina-lipidos, puede justificar la accion del alcohol
en dosis moderadas (Tabakoff y Hoffman, 1987; Gonzales y Hoffman, 1991). Asi,
por ejemplo, la exposicion aguda al etanol provoca la inhibicion de los canales de
calcio dependientes de voltaje que, como se sabe, participan en la transmision del
impulso nervioso y en la liberacion de neurotransmisores € impide la despolarizacion
celular, ya que altas concentraciones de etanol disminuyen la funcion de la bomba
Na'-ATPasa y la cadena transportadora de electrones, o modifica el metabolismo de
muchos neurotransmisores. Esto conduce a nivel celular a una modificacion de la
funcionalidad de las neuronas y de las redes neuronales en las que estas se encuentran
integradas. Como resultado final, se produce una alteracion de la actividad cerebral
(Carvey, 1998).

Se ha visto un amplio rango de cambios en el déficit funcional y cognitivo
relacionados al alcohol con respecto a los receptores (Shanley y Wilce, 1993) y
neurotransmisores aminoacidicos (Thomas et al., 1992). El etanol afecta a un amplio
numero de sistemas de receptores en el rango de concentraciones moderadas. Asi, en
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las ultimas décadas se han identificado interacciones especificas dosis-dependiente
entre el etanol y los sistemas de neurotransmisores mas importantes (dopamina (DA),
noradrenalina (NA), SHT, ACh, GABA, Glu y opioides endogenos), al igual que con
sistemas de segundos mensajeros, que son muy sensibles a la perturbacion por
concentraciones de etanol bajas-moderadas. Los efectos farmacologicos del etanol
parecen ser la suma de las interacciones con todos estos sistemas. La diferente
contribuciéon de cada sistema neurotransmisor asi como las variaciones en la
dosis/concentracion de etanol pueden constituir la base neuroquimica de la
dependencia a la dosis de los efectos de comportamiento del etanol. Se ha
demostrado que los efectos sedativos, estimulantes, anxioliticos y de reforzamiento
del etanol se dan entre rangos de dosis diferentes y relativamente estrechos (Grant et
al.,1990a). Ademas, a una cierta dosis, un sistema de receptores especifico puede ser
mas prominente que los otros en la contribuciéon a un determinado efecto de
comportamiento del etanol (Eckardt ef al., 1998).

Mas recientemente se ha sugerido que hay proteinas neuronales que son muy
sensibles al etanol y han sido llamadas Elementos Receptivos para el Alcohol (ERA)
(Tabakoff'y Hoffman, 1987; Mihic et al., 1997). Entre estos elementos receptivos se
encuentran multisubunidades, complejos proteicos unidos a membranas, incluyendo
canales i6nicos dependientes de ligando y proteinas implicadas en sefiales neuronales
de procesos de transduccion (Eckardt ez al., 1998).

Algunas de las interacciones mas importantes entre el etanol y los sistemas
neurotransmisores son las siguientes:

. Sistema GABA¢rgico. El GABA es un neurotransmisor presente en grandes
concentraciones en todo el SNC y también en otros tejidos. Una clase de
neuronas inhibidoras lo emplean como neurotransmisor. El etanol potencia
la actividad del GABA al actuar sobre sus receptores GABA,, y GABA;. El
complejo del receptor GABA,, (figura 1.2.6.) pertenece a la superfamilia de
receptores de canales i6nicos dependientes de ligando (ionotrdpicos),
consistente en una proteina formada por cinco subunidades que se asocian
formando un canal transmembranal permeable a iones cloruro con diferentes
sitios de reconocimiento de ligandos, incluyendo en estos GABA,
barbitaricos, benzodiacepinas, alcohol y neuroesteroides (McDonald y Olsen,
1994; Kandel et al., 2001). Y aunque el etanol no se une directamente a los
sitios de reconocimiento de estos ligandos (McDonald, 1995), puede
potenciar la neurotransmision mediada por GABA. Cada subunidad de los
canales receptor de GABA contiene un gran dominio extracelular N-terminal,
donde esta el sitio de uniéon del ligando. Se necesitan dos moléculas de
GABA para activar a sus respectivos canales (Kandel et al., 2001). Ademas
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la estimulacion del receptor GABA,, por etanol produce un aumento en la
permeabilidad del i6n cloruro en la membrana celular produciendo como
resultado un incremento del potencial negativo y conduciendo a la
hiperpolarizacion de dicha membrana neuronal, produciendose asi
progresivamente
anxiolisis, sedaciéon vy
anestesia; Y esta
estimulacion que puede
producirse por GABA se
aumenta por etanol en
sinaptosomas y cultivos
celulares de cerebro de
mamiferos (Nestoros,
1980; Suzdak ef al.,
1986; Ticku et al., 1986;
Allan y Harris, 1987,
Celentano et al., 1988;
Mehta y Ticku, 1988;
Aguayo, 1990; Nishio y
Narahashi, 1990;
Reynolds y Prasad,
1991). Pero el etanol no
estimula el flujo de iones

cloruro mediante el Figural.2.6. Estructura de las subunidades o y f§ del
receptor GABA de forma  7eceptor GABA,. El receptor forma un conducto de CI.

ubicua en las diferentes

regiones cerebrales (Celentano et al., 1988; Aguayo, 1990; Osmanovic y
Shefner, 1990; White ef al., 1990; Reynolds y Prasad, 1991; Mihic et al.,
1992); Dependiendo de la zona cerebral existe una porcion relevante de
receptores GABA, insensibles a los efectos estimulantes del etanol en el
flujo de iones cloruro (Givens y Breese, 1990). La respuesta funcional del
canal al GABA y los moduladores depende de las subunidades que
compongan el complejo del receptor (Pritchett et al., 1989). Existen varias
familias de subunidades (a, B, v, 0) y cada subunidad puede tener varios
subtipos (a,-0,) (McDonal y Olsen, 1994), esto hace que varie la composicion
de los receptores GABA, regionalmente en el cerebro. Esta respuesta
regionalmente diferente de los receptores al etanol se debe a la
heterogeneidad del complejo de los receptores GABA,, en términos de la
composicion de subunidades (Givens y Breese, 1990). Esto verifica que las
subunidades de los receptores son necesarias para la respuesta del receptor al
etanol. Esto sucede a concentraciones 1 mM y las acciones del etanol en la
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funcién de los receptores GABA , puede dar una base para algunos efectos de
comportamiento del etanol cuando se da a dosis bajas-moderadas (0.5 g/kg
de etanol en ratas potencian los efectos inhibidores del GABA en la actividad
neuronal en la corteza inferior colicular) (Simson et al., 1991a). La funcién
del receptor GABA, se regula alostéricamente por agentes de unién a los
sitios de estos receptores. El efecto del etanol puede darse directamente sin
necesidad de que este neurotransmisor esté unido a su receptor, al contrario
de lo que ocurre con otros compuestos como las benzodiacepinas. Esto podria
estar relacionado con la mayor toxicidad y el aumento del nimero de acciones
secundarias del etanol. Que el etanol afecta la neurotransmision GABA¢érgica
se demuestra al ver que los alcohdlicos cronicos tienen niveles reducidos de
GABA en plasma y que al morir presentan en su cerebro un nimero
incrementado de receptores de GABA. En cualquier caso, no se conocen las
sustancias endogenas que utilizan estos sitios del receptor GABA,. Esta
accion del etanol sobre la neurotransmision GABAérgica podria ser la
responsable de sus efectos sedantes, hipnoticos y supresores del sueiio REM,
(movimiento rapido de los ojos) sus propiedades anticonvulsivas y su
capacidad de inducir amnesia retrograda. Ademas, asi se explican los efectos
depresivos sinérgicos y aditivos que ocurren cuando el etanol y las
benzodiacepinas se administran juntos. Por otro lado, el etanol puede
bloquear los flujos de Ca*" dependientes de voltaje a través de las membranas
celulares, reduciendo la liberacion de varios transmisores del SNC
deprimiendo asi, como antes se ha mencionado, la excitabilidad neuronal.
Esto puede aumentar la accion del GABA sobre sus receptores. Wan y
colaboradores (1996) sugieren que el receptor GABAj tiene un papel en la
modulacion de la interaccion entre el etanol y el receptor GABA,,. El receptor
GABA; es un receptor metabotropico acoplado a una proteina G que se cree
que regula la actividad de los canales de K* y Ca®, aumentando la
permeabilidad del K* o inhibiendo el canal de Ca** dependiente de voltaje, y
modula la actividad de la adenilato ciclasa (Kandel et al., 2001). Los
receptores GABAj se localizan principalmente en regiones presinapticasy su
actividad disminuye la liberacion de GABA (Misgeld et al., 1995). Wan y
colaboradores (1996) demostraron que el bloqueo farmacologico del receptor
GABA; descubre el incremento inducido por etanol de la funcion del receptor
GABA, en el hipocampo de roedores. Los resultados obtenidos demuestran
que algunos efectos del etanol en los receptores GABA, del hipocampo
pueden necesitar un bloqueo de los receptores GABAj presinapticos
(Eckardt et al., 1998).

Sistema de los aminoacidos excitatorios. La accién excitadora del Glu
disminuye al actuar el etanol sobre dos de sus receptores, los denominados
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NMDA y no NMDA. Ejemplos de estos ultimos son el KA (kainato) y el
AMPA (acido a-N-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propidnico). Siendo el
NMDA considerado como el més sensible a los efectos del etanol (Hoffman
et al., 1989; Lovinger et al., 1989). El receptor NMDA es un complejo
macromolecular analogo al GABA ,, es un canal cationico permeable a Ca*",
Na"y K" con varios sitios farmacoldgicamente claros en la proteina receptora
que también modulan el paso de iones por este canal. Estos sitios incluyen el
lugar de reconocimiento del NMDA y Glu, el sitio de unién de la Gly, un sitio
que une compuestos como la penicilina, un sitio de uniéon de Mg**
dependiente de voltaje y un sitio modulador que une Zn**(Mori y Mishina,
1995). Cuando el Glu se une a su receptor NMDA, se abre un canal de Ca**
que en condiciones normales permanece bloqueado por Mg*". Este i6n se
separa del canal s6lo cuando el Glu activa a otro tipo de receptor para Glu,
presente en la misma terminal postsindptica, como por ejemplo el KA. Luego
el etanol también afecta la funcion de receptores Glu ionotropicos (no-
NMDA). Aunque estudios iniciales demostraron que el receptor NMDA era
el mas sensible a la accion del etanol (Hoffman et al., 1989; Lovinger ef al.,
1989), esto varia al cambiar las condiciones del experimento. Estudios
recientes demuestran que la sensibilidad de otros receptores de Glu, como el
receptor KA, a la inhibicién por etanol es mayor si se usan bajas
concentraciones de agonistas (Snell et al., 1994b; Dildy-Mayfield y Harris,
1994a,b) y por lo tanto segun la concentracién de agonistas los receptores
NMDA o no-NMDA pueden ser sensibles a la inhibicion por etanol. El
receptor NMDA es un conjunto de subunidades, que segun el area
neuroanatomica del cerebro donde se encuentre tendré diferente sensibilidad
al etanol (Tabakoff y Hoffman, 1996b) y esto se relaciona con las
subunidades que componen el receptor, aunque la influencia, segun otros
estudios, no es muy grande (Tabakoff y Hoffman, 1996b). Existen evidencias
de que los receptores que contienen la subunidad NR2B son mas sensibles a
la inhibicion por etanol (Lovinger, 1995; Yang et al., 1996), aunque en
trabajos recientes se sugiere que otros factores ademas de la composicion de
subunidades per se puede contribuir significativamente a dicha sensibilidad
a la inhibiciéon por concentraciones de etanol bajas-moderadas en los
receptores NMDA de determinadas regiones cerebrales o tipos celulares.
Estos factores pueden ser la influencia de otros moduladores de la funcion del
receptor como la Gly (Rabe y Tabakoff, 1990; Snell et al., 1994a, b; Bhave
et al., 1999) y/o la modificacion posttranslacional por fosforilacion mediada
por la proteina kinasa C (PKC). Algunos autores demostraron que el etanol
es antagonista selectivo del paso de cationes que va asociado a la
estimulacion de los receptores NMDA in vitro (Hoffman et al., 1989;
Lovinger et al., 1989). La corriente de iones estimulada por NMDA se inhibe
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por etanol en células del hipocampo dependientes de voltgje. Este efecto del
etanol tiene un umbral bajo que ademés es dependiente de concentracion
(Lovinger et al., 1989). Otro estudio demostré que e etanol a baas
concentraciones disminuye la entrada de Ca®* estimulada por NMDA
(Tabakoff y Von Wartburg, 1975) y produce guanosin-monofosfato ciclico
(GMPc) (Hoffman et al., 1989). Estos y otros estudios (White et al., 1990;
Dildy-Mayfield y Ledlie,
1989;1991; Lovinger et
al., 1990) han
demostrado la capacidad
del etanol para ser
antagonista de la | @Ca 2+ §Q/KA M2+

' a * Q/KA
liberacion de qNMDA §§

Glu
Glu

Glu) \— +

neurotransmisores
estimulada por NMDA

(Géthert y Fink, 1989: ’\C*’“
Gonzales y Woodward, seral

1990; Woodward vy retrégrada
Gonzal es, 1990; Simson Terminal inactivo Terminal activo
et al., 1991b; Fink et al .,

1992; Woodward, 1994).

La activacion del -~
receptor de Glu puede on e 4 (6w
contribuir a la

produccion de diversos Y L QKA v KA
cambiosen laplasticidad [ |fwod §§ [lNMDA §§

sindptica, entre los que
seincluyenlaapariciony
desapariciéon de
contactos sinapticos
(figura |.2.7.), y que Remodelacién sindptica
pueden conducir a Figura |.27. Esquema de la actuacion del recepotr
diversas modificaciones NMDAY cambios en su plasticidad neuronal.

.Ca2+

\ sefial

retrégrada

de conducta. Por

giemplo, en el cerebro adulto, la estimulacion repetida del receptor NMDA
produce un aumento en laeficaciade actuacion delasinapsis, que permanece
en e cerebro durante largos periodos de tiempo, y que se conoce como
potenciacion a largo plazo. Se trata de un proceso relacionado con €l
aprendizaje y la memoria. Se ha demostrado que exposiciones agudas del
tgjido del sistema nervioso a bajas concentraciones de etanol (5-10 mM)
inhibe la sensibilidad de las neuronas del hipocampo y de las de Purkinje a
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la actuacion del Glu. Esto sugiere que el antagonismo de la conductancia
ionica mediada por NMDA puede contribuir a algunos de los efectos
fisiologicos o de conducta del etanol asi como a la pérdida de memoria
producida por el etanol o a la produccién de convulsiones que a veces
acompanan a la abstinencia de alcohol. Hay otros datos que muestran como
a pesar de las bajas concentraciones de etanol se aumenta la respuesta del
NMDA en el hipocampo (Lima-Landman y Alburquerque, 1989); el
tratamiento crénico con alcohol produce un aumento del numero de
receptores NMDA y de canales de calcio dependientes de voltaje, lo que
podria aumentar la excitabilidad neuronal. Luego cuando se toma alcohol por
primera vez o de una forma esporadica, disminuye la actividad NMDA,
mientras que tras la administracion cronica aumenta la actividad de estos
receptores. Estos datos podrian explicar la hiperactividad producida al dejar
de tomar alcohol. Los cambios antes indicados sobre la actividad de los
receptores NMDA, después de un consumo prolongado de alcohol,
corroboran la hipdtesis de que el organismo intenta contrarrestar los efectos
producidos en las etapas iniciales de su consumo. El aumento de la actividad
NMDA y del niimero de canales de Ca**, est4 enmascarado por la presencia
de etanol. Al quedar libres tras la retirada de este ultimo, presentan una
actividad que es superior a la existente en una situacion normal. Las
deficiencias nutricionales (deficiencias en tiamina) y la hiperexcitabilidad de
la retirada pueden tener en comin un mecanismo molecular de
neurotoxicidad unido a la neurotransmision glutamatérgica aumentada y a la
sobreactivacion de los receptores NMDA y excitotoxicidad. Y es que la
retirada aumenta la neurotransmision glutamatérgica y por tanto el Glu
extracelular (Rossetti y Carboni, 1995), que produce alteraciones
neuroadaptativas (Collins et al., 1996) que vienen de la mano de la
sobreactivacion de los receptores de Glu NMDA (Coile y Puttfarken, 1993;
Lipton y Rosenberg, 1994).

. Sistema peptidérgico. El etanol también tiene afinidad por los receptores d-
opiaceos. Mas aun, el metabolito del alcohol, acetaldehido, puede unirse con
las catecolaminas para formar unos conjugados denominados
tetrahidroisoquinolonas y salsolinol, que tienen funciones semejantes a las de
los péptidos opiaceos. Las propiedades de refuerzo del etanol, asi como otros
efectos cuando estd en dosis bajas-moderadas, son mediados por la activacion
del sistema peptidérgico (Froehlich y Li, 1994). Ademas, estudios recientes
han revelado la implicacidon del sistema peptidérgico en el control de la
estimulacion inducida por etanol de la neurotransmision de DA. Estos
compuestos también pueden contribuir a los efectos neurodegenerativos del
etanol, que causan pérdidas del tejido neuronal, déficit de memoria,
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disminucién de la agudeza mental o deterioro motor permanente (Collins,
1982). Los efectos agudos de estos también contribuirian a las propiedades
analgésicas, euforizantes y sedativas-hipndticas del etanol. La actividad
motora producida por etanol en ratones tiene una influencia genética
importante (Phillips et al., 1995). Dicha actividad, tras dosis agudas de
etanol, puede implicar la activacion del sistema dopaminérgico y
peptidérgico. Antagonistas selectivos del receptor de DA bloquean la
actividad motora producida por el etanol (Koechling et al., 1990; Broadbent
et al., 1995; Shen et al., 1995).

Sistema catecolaminérgico. Aunque el etanol es un depresor del SNC, su
administracion aguda provoca la liberacion de DA y NA. La liberacion de
estas catecolaminas contribuye a la accidon euférizante del etanol y su
capacidad de inducir dependencia, aunque no esta muy clara la accién del
sistema noradrenérgico. Cuando se habla de los determinantes neuroquimicos
y neuroanatomicos del placer o refuerzo, tienen importancia el sistema
dopaminérgico y serotoninérgico del cerebro. Existen evidencias que sugieren
que el sistema dopaminérgico mesolimbico media, al menos en parte, las
propiedades de refuerzo del etanol (Koob, 1992; Wise 1996). El etanol,
ademas de interaccionar con los receptores GABA, y NMDA, interacciona
con la DA (Deitrich et al., 1989; Grant 1994, Samson y Hodge 1996): la
administracion de etanol se ha demostrado que aumenta la actividad de las
neuronas dopaminérgicas mesolimbicas (Mereu et al., 1984; Gessa et al.,
1985) y la liberacion de DA de estas neuronas (Carlsson y Lindquist 1973;
Imperato y Di Chiara 1986). También se ha visto que la retirada de etanol va
a disminuir esta actividad dopaminérgica (Diana et al., 1993; Weiss et al.,
1996). Por lo tanto, el sistema dopaminérgico mesolimbico es el mayor
candidato para regular las propiedades de refuerzo de las drogas adictivas,
incluyendo el etanol, en animales de experimentaciéon y humanos (Koob,
1992; Wise, 1996; Kiyatkin, 1995). Existen estudios que demuestran que la
liberacion de DA, al estimular con etanol afecta al nticleo caudado, aunque
este area del cerebro tiene un umbral mayor para el etanol con el fin de
estimular la liberacion de DA que en el ntiicleo accumbens (AC) (Imperato y
Di Chiara 1986) donde el bloqueo de la liberacion de DA lo hace la y-
butirolactona. El sistema dopaminérgico mesocortical surge del area
tegmental ventral (VTA) del mesencéfalo y se proyecta a la corteza prefrontal
(Bjorklund y Lindvall, 1984; Goldman-Rakic, 1987). Se ha prestado mucha
atencion a la corteza prefrontal ya que esta region esta implicada en funciones
de motivacién, cognitivas, etc. (Bartus et al., 1978; Brozoski et al., 1979;
Goldman-Rakic y Brown, 1981; Goldman-Rakic, 1987; Wenk ef al., 1989).
Las neuronas piramidales de la corteza cerebelar forman la base celular para
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trabajar la memoria y la DA puede modular las funciones cognitivas
mediadas por la actividad de la corteza prefrontal (Dolan ez al., 1995; Okubo
et al., 1997). Luego las alteraciones de la transmision dopaminérgica son
importantes en el déficit cognitivo mediado por dicha corteza prefrontal en
la dependencia al etanol. Como ya se ha visto anteriormente, las alteraciones
del sistema noradrenérgico respecto al etanol no estan bien estudiadas, lo que
si se ha demostrado es que existe una pérdida significativa de neuronas en el
locus ceruleus (Mayes et al., 1988; Victor el al., 1989) disminuyendo el nivel
de NA (Carlsson ef al., 1980).

. Sistema indolaminérgico. Se sabe que el etanol estimula el aumento de la
actividad serotoninérgica a través de sus receptores SHT;, que son activados
por ligando. Estos receptores ionotrdpicos tienen cuatro segmentos
transmembrana que son estructuralmente parecidos a los receptores de la
ACh. Estos son permeables a cationes monovalentes y se piensa que
participan en la transmision sindptica excitadora rapida en algunas areas
cerebrales (Kandel et al., 2001). El sistema de la SHT en el cerebro juega un
papel importante mediando los efectos del etanol cuando esta en dosis bajas-
moderadas. De acuerdo a la relacion entre el funcionamiento de la SHT
cerebral y el consumo de etanol, se han encontrado agentes capaces de inhibir
la recaptura de SHT, aumentando la concentracion de esta en la hendidura
sindptica. Teniendo en cuenta los efectos directos del etanol en la funcion del
receptor serotoninérgico, concentraciones bajas-moderadas de etanol tienen
poco efecto en la interaccion de la SHT con varios subtipos de receptores
neuronales, SHT, o SHT, (Buckholtz et al., 1989). Otros estudios indican la
existencia de una interaccion del etanol con el subtipo SHT,. Entre los
diferentes subtipos de receptores de SHT (Peroutka, 1993), este receptor SHT,
es el tinico unido a un canal i6nico y se localiza primeramente en regiones
mesolimbicas del cerebro (Kilpatrick et al., 1987). La accion del etanol en el
receptor SHT, depende de la concentracion de SHT existente y se bloquea con
la aplicacion de antagonistas especificos de receptor que bloquean la accion
del etanol (Lovinger, 1991; Lovinger y White, 1991). Estos datos podrian
sugerir la interaccion entre el etanol y el sitio de reconocimiento de la SHT;
Ademas el etanol no altera la union al receptor SHT; quedando el
interrogante de cual es el mecanismo por el que el etanol interacciona con el
receptor SHT, para aumentar la respuesta de la SHT. Otros estudios han
demostrado que la interaccion funcional entre los sistemas serotoninérgicos
y dopaminérgicos pueden jugar un papel importante en el incremento de la
liberacion de DA en diferentes éareas cerebrales como el AC. Dicha
interaccion también puede sugerir el mecanismo por el que la SHT media las
propiedades de refuerzo del etanol, debido a que el sistema dopaminérgico-
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mesolimbico, que inerva al AC, esta claramente unido a los efectos de
reforzamiento de un numero de drogas adictivas (Carboni et al., 1989;
Wozniak ef al., 1990). Con la hipotesis del papel del receptor SHT; en la
mediacion de las acciones del etanol en las neuronas dopaminérgicas, se ha
demostrado que el bloqueo de los receptores SHT; por antagonistas selectivos
reduce voluntariamente la ingesta de etanol (Costall ef al., 1990; Fadda et al.,
1991b; Kostowski et al., 1993; Tomkins et al., 1995). El sistema
serotoninérgico surge principalmente del nicleo de Rafe medio y dorsal,
proyectandose principalmente a la corteza, sistema limbico e hipotalamo
(Jacobs y Azmitia, 1992).

Sistema colinérgico. El etanol disminuye la liberacion de ACh en la
formacion reticular produciendo sedacion y delirio. Las neuronas colinérgicas
son el blanco del etanol en el cerebro (Massarelli, 1979). Otros autores han
demostrado que el etanol aumenta la liberacion de ACh en la unién
neuromuscular acompanandose de un incremento en los potenciales miniatura
mediado por la actividad de los receptores colinérgicos nicotinicos que llevan
acoplados los canales i6nicos. Aracavay colaboradores (1991) mostraron que
existia un aumento inducido por etanol en la frecuencia de apertura de los
canales simples cuando estos eran activados por ACh. El sistema colinérgico
central es parte importante del circuito neuronal de lamemoria, el aprendizaje
y la percepcion. La mayor fuente de ACh en el cerebro viene de los ntcleos
del cerebro basal, y se proyecta hacia diferentes regiones cerebrales (Saper,
1987) . Elnucleo septal medial se proyecta del hipocampo principalmente por
el fornix; la banda diagonal de Broca se proyecta al hipocampo, al bulbo
olfatorio y a la corteza limbica; y el nucleo basal de Meynert se proyecta
hacia las cortezas frontal, parietal y temporal. En pacientes con el SWK, hay
una pérdida significante de neuronas en los nucleos basales y una reduccion
de la actividad acetilcolintransferasa en el neocortex y el hipocampo (Arendt
et al., 1983; Nordberg et al., 1983).

Otro ejemplo de las alteraciones moleculares producidas a lo largo de la
exposicion al etanol es la variacion de la actividad de la adenilato ciclasa
cerebral. Al principio de su administracion, el alcohol la activa, con lo que
aumentan los niveles de adenosin-monofosfato ciclico (AMPc) pero tras la
exposicion cronica se reduce la actividad enzimatica. Se ha demostrado que
el etanol no solo tiene efectos en los sistemas neurotransmisores que modulan
su actividad adenilato ciclasa sino que también, tiene efectos directos en los
componentes del sistema de transduccion de sefiales de esta enzima, que
sirven para afectar las interacciones entre varios neurotransmisores y regular
los niveles neuronales de AMPc. La adicion de etanol en forma aguda a las
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células 0 a preparados de membranas celulares lleva a aumento de la
actividad deagonistasdelaadenilato ciclasa. Existen nueveisoformasdeesta
enzimaque muestran diferente sensibilidad al efecto estimulador del etanol,
el tipo mas sensible eslaisoforma Vil (Y oshimuray Tabakoff, 1995). Se ha
sugerido que la proteina G estimuladora (Gs) estaimplicada en laaccién del
etanol (Tabakoff y Hoffman, 1998) debido a que la actividad de la adenilato
ciclasa esta modulada por receptores acoplados a proteinas G. Laaccion del
etanol puede estar mediadaen parte por laactivacion delaproteinaGs, y esta
accion del etanol parece promover lainteraccion delaproteinaG con laparte
catalitica de la adenilato ciclasa, siendo la magnitud del efecto dependiente
delaisoforma que exista en la célula. Estos datos sugieren que la actividad
de este enzima en diferentes tejidos y regiones cerebrales puede ser
estimul ada sustancial mente por concentraciones de etanol bajas-moderadas,
dependiendo de laisoformaexpresada en ese tejido (Y oshimuray Tabakoff,
1995). Esta enzima genera AMPc, que es un segundo mensgjero distribuido
en casl todos las células del organismo incluyendo el SNC. La estimulacion
en la produccion del AMPc en el cerebro por € etanol probablemente se
af ecte por un gran nimero de neurotransmisores, pero lamagnitud del efecto
del etanol variara dependiendo de la expresion local de las diferentes
isoformas de la adenilato ciclasa. La interaccion del etanol con € sistema
generador de AMPc hasido implicado en el desarrollo delatolerancia(Szab6
et al., 1988a; Tabakoff y Hoffman, 1998). Ademas la accidn neuroguimica
de dosis de etanol bajas-moderadas sobre la actividad de la adenilato ciclasa
da unavision neuroadaptativaen el SNC (Eckardt et al., 1998).

Si resumimos los datos de |os efectos neuroquimicos del etanol (>20 mM),
Se aprecia que un sistema importante de neurotransmisores, que puede ser
caracterizado como un canal iénico dependiente de receptor, es importante para
mediar los efectos de tales concentraciones de etanol. Ejemplos son & receptor
GABA,, e NMDA vy posiblemente otros receptores de Glu, los receptores
colinérgicos nicotinicosy |os receptores de 5SHT,. Las sefiales de transduccion tales
como aquellas que estan implicadas en laadenilato ciclasay laPK C también gjercen
una contribucién importante. La actividad de neuronas dopaminérgicas,
principalmente las mesolimbicas, parecen ser particularmente sensibles ala accion
del etanol, pero cambiosen laactividad neuronal dopaminérgicainducidospor etanol
pueden implicar acciones del etanol en otros sistemas neurotransmisores, como €l
serotoninérgico, peptidérgicoy colinérgico. El sistemadetransducci én de sefialesque
genera AMPc puede alterarse por niveles moderados de etanol y puede participar en
ciertas acciones agudas del etanol, pero esto puede participar también en las
consecuencias neuroadaptativas (tolerancia) de laingesta de etanol (Eckardt et al.,
1998).
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2.6. ALCOHOL ETiLICO Y NEURODEGENERACION.

2.6.1. Cambios Estructuralesy Funcionales.

Desde hace tiempo se conoce que la ingesta de etanol de forma cronica va
asociada a procesos neurodegenerativos en regiones especificas del cerebro (Walker
y Freund, 1971; 1973; Freund, 1973; Walker et al., 1980a,b). En humanos, los
cambios morfologicos, neurofisioldgicos y bioquimicos en el SNC se asocian a un
déficit cognitivo, que a su vez va asociado a desordenes mentales (Victor y Yakovlev,
1955; Lynch, 1960; Meissner, 1968; Victor et al., 1971; 1989; Freund, 1973; Smith
et al., 1985; Eckardt y Martin, 1986; Martin et al., 1986). Como ya se ha visto, estos
desordenes mentales, debidos a la ingesta de etanol, se conocen como el SWK,
caracterizado por el dafio en la memoria y otras funciones cognitivas (Jacobson et al.,
1990). Las alteraciones neuropatoldgicas se consideran la causa de los dafios en
procesos de memoria y aprendizaje y de las modificaciones de la neurotransmision
monoaminérgica (McEntee y Mair, 1990) y/o colinérgica (Beracochea y Jaffard,
1985; Beracochea et al., 1986; 1987; Arendt ef al., 1988a,b; 1989; Hodges et al.,
1991; Melis et al., 1996). Las alteraciones neuropatologicas que se dan en regiones
corticales e hipocampo son frecuentes tras el tratamiento con dosis altas y toxicas de
etanol en roedores (Zou et al., 1996). Una de las estructuras cerebrales implicadas en
la funcion de la memoria es el hipocampo, donde se generan cambios funcionales y
estructurales con la administracion cronica del etanol, debido a que su inervacion
aferente desde la zona basal del cerebro es vulnerable a dicho efecto del etanol
cronico. En el hipocampo existen neuronas mas susceptibles que otras a dichos
efectos del etanol aunque se desconocen las razones. El desarrollo de los cambios
estructurales es paralelo al déficit cognitivo y depende de la duracion y de la cantidad
de etanol ingerido (Walker et al., 1980b).

Por otro lado, la administracion de etanol cronico en roedores produce una
pérdida de neuronas colinérgicas de la zona basal. La pérdida de neuronas en esta
region es mas pronunciada en el septo medial y en el ntcleo de la banda diagonal que
en el nucleo basal (Arendt et al., 1988b). El nucleo basal inerva al neocortex,
mientras que la via septohipocampal colinérgica termina aproximadamente en la capa
piramidal o granular y en varios segmentos dendriticos del hipocampo, modulando
su actividad (Mesulam et al., 1983). La neurodegeneracion de estas vias colinérgicas
altera la funcion de las estructuras inervadas. Las alteraciones de la morfologia del
hipocampo tras la exposicion al etanol se asocian a cambios funcionales, como son
la reduccion de procesos inhibitorios (Abraham et al., 1981; Durand y Carlen, 1984a;
Rogers y Hunter, 1992), alteracion de la plasticidad sinaptica y dafo de la
potenciacion a largo plazo en el giro dentado (Abraham et al., 1984; Durand y
Carlen, 1984b). Lareduccion de los procesos inhibitorios ha sido atribuida a un dafio
en las interneuronas GABA¢érgicas (Lescaudron ef al., 1986) o a una reduccion de la
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modulacion inhibitoriapor lasinterneuronas colinérgicas (Rothberg et al., 1993). El
desarrollo del dafio neuronal inducido por etanol se asocia a dafios en la memoria
(Arendt et al., 1987; 1988b), asi el dafio de neuronas de la via septohipocampal
colinérgica, ladestruccién de las proyecciones afimbria fornix produce un dafio en
lamemoriaindicando quelaintegridad deestecircuito esnecesariaparalaformacion
delamemoria (Olton et al., 1979; Will y Heifti, 1985; Hagan et al., 1988). El dafio
en procesos de memoriaasociado alaintoxicacion crénicacon etanol vienejunto con
el dafio de los nucleos colinérgicos (Fadda y Rossetti, 1998).

2.6.2. Neurodegeneracion y Tratamiento Cronico con Etanol.

Aungue € dafio neuronal se correlaciona con la cantidad total de etanol
administrada, la forma de darlo es un factor importante en e desarrollo de los
desdrdenes neurodegenerativos, aveces pequefias canti dades pueden ser masdariinas
gue grandes dosis. La intoxicacion de etanol puede llevar directamente a la
degeneracion neuronal, un proceso gue no se impide aln cesando la administracion
de etanol (Phillips y Cragg, 1983), ya que la reaccion de retirada del etanol es
suficiente para empezar y desarrollar |a degeneracion neuronal ya que se ha sabido
gueel efecto producido por laretiradadel etanol esmasdariino paralasneuronasque
continuar con laadministracion de etanol. Por 1o que lafase deretirada es suficiente
paracausar cambios neurodegenerativos en regiones corticales (Collinset al., 1976;
Zou et al., 1996). Veatch y Gonzales (1996) vieron que laformade desarrollarse este
proceso iba desde €l hipocampo a otras areas cerebrales.

Para detectar las areas implicadas y afectadas por €l etanol se ha usado la
expresion de genes neuronales activados por e incremento en la excitacion (genes
tempranos inmediatos). La presencia de neuronas excitadas se puede detectar por la
presenciade sus productos proteicos; Lapresenciade la proteina Fos se consideraun
marcador celular de la activacion neuronal (Sagar et al, 1988; Dragunow y Faull,
1989; Morgany Curran, 1989) inducido por estimul osfisiol 6gicosy farmacol 0gicos
(Curran y Morgan, 1985; Dragunov y Robertson, 1987; Morgan et al., 1988). La
aplicacion de agonistas exégenos del Glu, NMDA especialmente, ha mostrado €
aumento de la expresion de la proteina Fos (Cole et al., 1989; Sonnenberg et al.,
1989; Aronin et al., 1991). Laexpresion del gen c-fos hasido utilizada para mapear
los caminos sensibles al etanol en el cerebro (Davidson et al., 1996) y la excitacion
neuronal durante el sindrome de retirada (Matsumoto et al., 1993a,b) y mediante
técni cas inmunohi stoquimicas se havisto que la proteinafos aumenta primero en la
corteza frontal y luego se extiende a hipocampo tras la retirada (Bouchenafa y
Littelton, 1993). Al producirse excitacion eléctrica ex vivo en el hipocampo tras la
retiradaaumentalaactividad neuronal y por tanto aumentalaexpresion del gen c-fos,
pero esta activacion neuronal puede disminuir por los antagonistas del receptor
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NMDA (Morgan et al., 1991). Los cambios inducidos por €l etanol en la expresion
delaproteinaFos han sido mapeados en diferentes &reasdel cerebro (Ryabininetal.,
1997) y se havisto que los efectos producidos por el tratamiento crénico de etanol
se dan especificamente en determinadas regiones del cerebro (Fadda y Rossetti,
1998).

2.6.3. Cambios Neuroquimicos en la Funcion dela Memoria.

El efecto del etanol cronico entresneurotransmisoresamina, NA, DA y5HT,
hasido muy estudiado enanimales(Hunt y Majchrowicz, 1974; Fadday Gessa, 1985;
Hoffman y Tabakoff, 1985; Deitrich et al., 1989; Nutt y Glue, 1990; Little, 1991,
Littletony Little, 1994; Tabakoff y Hoffman, 1996a; Tabakoff et al., 1996 Diamond
y Gordon, 1997). La produccién de monoaminas aumenta con administraciones
agudas y cortas de etanol (Hoffman y Tabakoff, 1985), pero con tratamientos
prolongados laconcentracion de monoaminas en el cerebro disminuye; Los cambios
observados total o parcialmente reversibles o persistentes, segun la duracién del
tratamiento (Gursey y Olson, 1960; Carlssonet al., 1973; Hunty Mgjchrowicz, 1974;
Rawat, 1974; Y amanakay Kono, 1974; Arendt et al., 1989; Hodges et al., 1991).

La corteza prefrontal tiene un papel importante en las funciones cognitivas,
yaque recibe una proyeccion dopaminérgicadel VTA (Bjorklund y Lindvall, 1984)
y los cambi os en funciones dopaminérgi cas se asocian alas alteraciones en funciones
cognitivas en humanos y animales (Brozoski et al., 1979; Goldman-Rakic, 1987;
Gotham et al., 1988; Wenk et al., 1989; Sawaguchi y Goldman-Rakic, 1991). Si no
se da la regulacion de la actividad dopaminérgica de esta region cerebral puede
producirse dafios cognitivos en varios desordenes psiquiétricos (Murphy et al.,
1996).Y como el acohol produce variaciones en la transmision DA en la corteza
prefrontal (Faddaet al., 1989) por eso se asocia a alteraciones cognitivas (Fadday
Rossetti, 1998).

Laneurotransmision colinérgicase dafiapor el consumo de etanol (Arendt et
al., 1988b; Beracocheaet al., 1986; 1992; Hodges et al., 1991; Méliset al., 1996) y
por tanto se produce un dafio en la memoriay € aprendizaje que disminuye la
neurotransmision de ACh. Aunque hay experimentos que muestran un modelo
bifésico en la liberacion de ACh, tras la administracion de etanol |a liberacion de
AChen el hipocampo es muy alta seguidade un descenso, y aungue esto no estabien
estudiado es posible que este efecto vaya asociado al efecto bifasico delamemoria,
en efecto bgjas dosis de etanol en sujetos normales mejorala memoria para eventos
gue se dieron antes de beber (Parker et al., 1981).
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Estosdéficitsde memoriason aliviados por laadministracion de uninhibidor
de la acetilcolinesterasa (AChE) (Beracoechea et al., 1986). Otros estudios han
demostrado que & etanol cronico induce unareduccion de marcadores de lafuncion
colinérgica(como lareduccion enlacapturade colina, unadisminucion enlasintesis,
almacenamiento y liberacion de ACh y también la disminucion de la actividad
aciltransferasa) y un dafio en el rendimiento de la memoria (Arendt et al., 1988a,b;
1989; Hodges et al., 1991). Ademas € dafio del rendimiento de la memoria por
etanol crénico llevaalareduccion de laneurotransmision de AChy el declineenla
liberacidn de ACh se asociaa dafio de lamemoria, cambiosinducidos por el etanol
en la neurotransmision colinérgica se asocian a dafios de la memoria (Fadda y
Rossetti, 1998).

2.7. TOLERANCIA.

2.7.1. Mecanismo de Tolerancia.

El mecanismo parece ser rel evanteen el desarrollo deladependenciaal etanol
en humanos, en los que la baja sensibilidad a los efectos aversivos del etanol
aumentan la posibilidad de convertirse en un alcohdlico y que la sensibilidad
reducidaalosefectosaversivosdel alcohol no sedebealatoleranciafarmacocinética
(Shuckit, 1984; 1985). Se especula que €l desarrollo de latolerancia, seguido de la
ingestade etanol, puede reflgjar algunos cambios neuroadaptativosen € cerebro que
pueden llevar en Ultimainstancia ala dependencia (Koob, 1996; Schulteisy Koab,
1996; Kooby Le Moal, 1997).

El uso prolongado de etanol origina un cambio de la capacidad de consumo,
como resultado de un aumento de la capacidad de metabolizacién. El uso cronico de
alcohol produce también tolerancia farmacodindmica, necesitando mayores
concentraciones plasmaticas paraproducir intoxicacion (Fadday Rossetti, 1998). En
términos farmacol 6gi cos, tol erancia puede ser definidacomo e aumento deladosis
de ladroga para producir e mismo efecto. Considerando los multiples efectos del
etanol en el cerebro y la plasticidad de las respuestas biol6gicas en los niveles de
organizacion, latoleranciapodria ser consecuenciade los cambios en cualquiera de
los mdltiples mecanismos que suceden entre la administracion de la droga y la
aparicion de sus efectos farmacoldgicos. Ademas, se puede medir facilmente la
respuesta reducida a una droga seguida de la administracion repetida de etanol, €l
desarrollo delatoleranciaes un suceso compl g o queimplicadiferentes mecanismos
como sonloscambiosenlaabsorcion, distribucion, metabolismoy excrecion (Kalant
et al., 1971; Cederbaum et al., 1977; Léy Khanna, 1989), cambios anivel celular y
subcelular (Kalan et al., 1971; Tabakoff et al., 1982) y cambios debidos alos efectos
producidos por ladroga, €l etanol, en e sistemaneuronal (Stewart y Badiam, 1993).
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Luego latolerancia es un proceso metabdlico en el que € sistema MEOS, y
mas el enzima hepatico ADH, se induce con laingesta cronica de etanol (Goldstein
etal., 1974; Browmany Rand, 1980); adaptaci dn funcional (Mechoulam, 1986; Pratt,
1991; Kalivasy Samson, 1992; Smith, 1994) que acompafia al abuso de altas dosis
de alcohol (Ashton, 1992). Y estatolerancia metabdlica no es tan importante como
latoleranciatisular que eslaresponsable de que el individuo debaingerir mas cada
vez. Este mecanismo es doble (Goldstein et al., 1974; Browman y Rand, 1980) ya
gue aumentalabiotransformacién del alcohol por induccion enziméticay ademas se
da una tolerancia celular verdadera en el SNC, habiendo adquirido las células la
propiedad de funcionar mas eficazmente a una concentracion mayor de etanol
(Browman y Rand, 1980), siendo este ultimo fendmeno el esencia (Browman y
Rand, 1980; Litter, 1988).

Sehasugerido quelatoleranciaal etanol puede venir por dos mecanismosno
excluyentes (Littleton y Little, 1994; Koob 1996):

-Habituacion: Sereducelaintensidad del estimuloinicial deladroga (Poulos
y Cappell, 1991). La administracion repetitiva de etanol produce, por un lado, el
desarrollo de la tolerancia (habituacion) a sus efectos depresores y, por otro lado,
desarrolla la sensibilizacion de los efectos que activan €l sistema motor (Masur y
Boerngen, 1980). Ademés no existen evidencias de que latolerancia o habituacion
desarrollen los efectos remuneradores del etanol, a pesar de que las propiedades
remuneradoras del etanol se consideran uno de los mayores determinantes de la
ingesta del etanol (Amit y Brown, 1982; Imperato y Di Chiara, 1986; Koob, 1992;
Samsony Harris, 1992). Parece ser que lateoria de la habituacion no proporcionalos
datos adecuados de latoleranciaa etanol (Fadday Rossetti, 1998).

-Adaptacion homeostatica: Proceso contrario a efecto de la droga en los
sustratos neurobi ol 6gi cosini cial mente af ectados por etanol (Poulosy Cappell, 1991).
El concepto de dependencia como neuroadaptaci on fue propuesto original mente por
Himmelsbach (1941) y puede ser considerado una adaptacion del concepto de
homeostasis a la aplicacion a la dependencia de las drogas. Los efectos agudos
iniciales de la droga son contrarios por cambios homeostéticos a los sistemas que
median los efectos primarios de la droga, haciendolos progresivamente menos
efectivosy llevando alatolerancia. Larapida eliminacion de la droga enmascara el
estado de adaptaci 6n causando cambios en ladireccion contrariaala produccion por
la droga (sindrome de retirada). En este modelo, tolerancia y dependencia estan
casualmente unidas e implicadas en el desarrollo de los procesos neuroadaptativos
ocurridos en los mismos sustratos neurobiol 6gicos af ectados por la droga, € etanol
(Solomony Corbit, 1974; Solomon, 1980; Koob et al., 1994; Schulteisy Koob, 1996;
Kooby LeMoal, 1997). Sigue en estudio € hecho de que latolerancia alos efectos
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del etanol se asocie a la elaboracion de procesos neuroadaptativos que se oponen a
los efectos agudos de la droga para mantener la homeostasis cerebral y que esto se
manifieste como la sintomatologia producida por laretirada (Fadda y Rossetti, 1998).

Existen diferentes formas de tolerancia desarrolladas bajo distintas
condiciones o regimenes de administracion de etanol (Tabakoff ez al., 1982; Kalant,
1989; Pohorecky y Roberts, 1991; 1992). Las condiciones especificas a las que los
animales se esponen al etanol determina los mecanismos que contribuyen al
desarrollo de la tolerancia que predominard. Intoxicaciones continuas o altas dosis
en intervalos cortos son necesarias para desarrollar la tolerancia celular, donde bajas
dosis en un régimen repetitivo (tolerancia cronica) o una sola dosis (tolerancia aguda)
son suficientes para desarrollar la tolerancia a los efectos de comportamiento del
etanol (dafio motor, hipotermia, etc.). La tolerancia tras altas dosis se desarrolla a
bajos indices y va desapareciendo tras la interrupcion del tratamiento, al contrario que
la tolerancia tras bajas dosis que puede desarrollar incluso con una sola
administracion (tolerancia aguda) y dura semanas tras administrar etanol de forma
discontinua (Melchior y Tabakoff, 1981; 1985; Kalant, 1989; Poulos y Cappell, 1991;
Pohoerick y Roberts, 1991; 1992). Desde que la induccién de la dependencia al
etanol necesita continuas intoxicaciones o administraciones repetidas en altas dosis,
las condiciones que favorecen el desarrollo de la dependencia son diferentes de las
que favorecen el desarrollo de la tolerancia. Ademads, los mecanismos
neurobioldgicos que llevan a la tolerancia o a los efectos aversivos del etanol no
pueden contribuir a la dependencia (Fadda y Rossetti, 1998).

A nivel celular, el tratamiento cronico con etanol aumenta la funcién mediada
por los receptores NMDA (lorio et al., 1992). La sobrerregulacion del receptor
NMDA se considera la mayor respuesta neuroadaptativa al bloqueo cronico del
etanol (Grant et al., 1990a; Gulya et al., 1991). Ademds estos procesos
neuroadaptativos no se asocian al desarrollo de la tolerancia a los efectos inhibitorios
del etanol en la funcion de los receptores NMDA. A nivel funcional, el etanol
disminuye el Glu extracelular en el cerebro de animales despiertos (Carboni ef al.,
1993; Moghaddam y Bolinao, 1994). La retirada del tratamiento crénico de etanol
produce un aumento en la concentracion de Glu cerebral (Rossetti y Carboni, 1995;
Gonzales et al., 1996), respuesta presumiblemente mediada por la activacion de
receptores NMDA adaptados (sobrerregulados), aunque el tratamiento crénico con
etanol no reduce la capacidad que tiene un estimulo agudo de etanol de reducir los
niveles de Glu extracelular en roedores a los que se les retira el alcohol (Rossetti y
Carboni, 1995). Ademas, las respuestas neuroadaptativas que se oponen asociadas
al desarrollo de la tolerancia pueden no ser relevantes en los mecanismos de
dependencia al etanol. Al contrario, el desarrollo de la dependencia del etanol puede
no estar asociado al desarrollo de la tolerancia a los efectos del etanol en aquellos
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sustratos que experimentan cambios neuroadaptativos. De hecho existen ggemplosde
tratamientos farmacol 6gicos que pueden afectar al desarrollo de la dependencia al
etanol pero no alatolerancia (Snell et al., 1996b).

Latoleranciafarmacodinamicaviene deladisminucion de la sensibilidad de
losreceptores GABA que aumentan lacapaci dad de disminuir laconduccién de Ca*,
de la alteracion en € sistema amino y disminuye la concentracion endégena de
opioides (Mechoulam, 1986; Pratt, 1991; Kalivasy Samson, 1992; Smith, 1994).

2.7.2. Tolerancia'y Condicionamiento Clasico.

Deacuerdo alos andlisis de condicionamiento de Paulov (Siegel 1976, 1987,
1989b; Hinson y Siegel, 1980, Paulos y Cappell, 1991), la tolerancia puede estar
mediada no solo por respuestas adaptativas, causadas por la presencia de la droga,
sino también por respuestas adaptativas a sefiales del ambiente que ha marcado la
droga en € pasado. Estas respuestas condicionales atentian la respuesta a la droga
(Fadday Rossetti, 1998).

Bajas dosis de etanol favorecerian €l desarrollo de respuestas adaptativas a
las sefialesen el ambientemediante el aprendizajeasociativo. Al contrario, dosisaltas
deetanol (toxicas) quedarian el procesamiento delainformacién sensorial, limitarian
la capacidad de |os animal es para hacer asoci aciones con |os estimul os ambiental es.
Altasdosis, ademasfavorecerian el desarrollo de respuestas adaptativas alos efectos
de la droga. El etanol tiene fuertes propiedades estimulantes y esto es una sefiad
efectiva en el control del condicionamiento de la tolerancia a sus propios efectos
(Grecley et al., 1984).

Los pocos estudios que han llegado a correlacionar las respuestas de
comportamiento alos cambios neuroadaptativos asociados al desarrolloy expresion
delatoleranciaindican quelas respuestas neuroquimicas pueden ser gobernadas por
mecanismos de condicionamiento clasico (Eikelboom y Stewart, 1982; Stewart y
Eikelboon, 1987).

La tolerancia a la estimulacion de la sintesis de DA en diferentes areas
cerebrales se desarrollatras laadministracion repetida de etanol (Faddaet al., 1980;
Hoffman y Tabakoff, 1985; Liljequist et al., 1990). Los cambios neuroquimicos se
median por respuestas aprendidas a los estimulos que anticipan a los efectos del
etanol (Liljequist et al., 1990). Delamismaforma, €l etanol agudo induce aumentos
en plasmade corticosterona (Redei et al., 1988), un efecto mediado por laliberacion
del factor liberador de corticotropina (CRF) (Rivier et al., 1984); Estos efectos del
etanol en laliberacion o accion del CRF pueden tener una contribucion significativa
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alosefectosanxioliticosdel etanol. Latoleranciadesarrollaun aumento inducido por
etanol en los niveles de corticosterona (Eskay et al., 1993; Wand, 1993). Con estoy
otrosestudiossedemostré quealteracionesen € g e hipotal amo-hipdéfisisadrenal son
mediadas en parte por la respuesta aprendida a la sefial que predice |os efectos del
etanol (Seeley et al., 1996).

Los factores de aprendizaje son uno de los mayores mecanismos mediando
latolerancia a los efectos del etanol de acuerdo con la nocion de que latolerancia
desarrollaalosefectosdel etanol, no por €l etanol per se(Kalant et al., 1971; Khanna
et al., 1979; Britan y Kalant, 1991; Wenger et al., 1981; Stwart y Badiani, 1993).

2.7.3. Tolerancia, Aprendizajey Receptor NMDA.

La tolerancia comparte muchas caracteristicas con e aprendizaje y la
memoria(Kalantetal., 1971; Kalant, 1996) por |o quelael ucidacion del mecanismos
de tolerancia puede llevar a un megjor entendimiento del aprendizaje y memoria, y
posiblemente amejorar €l tratamiento de |os problemas. El aprendizaje puede jugar
un papel mayor en e desarrollo delatoleranciaal acohol y toleranciacruzadaaotras
drogas. Muchos de los mecanismos neuronales relacionados a aprendizaje y
memoria se conoce que estan implicados en el desarrollo y retencion de latolerancia
(Kalant, 1998).

Los receptores NMDA estan implicados especificamente en |os procesos
neuroadaptativos asociados al desarrollo de latoleranciaal etanol de varias formas
gue implican cambios en el aprendizaje y |la memoria (Cotman y Monaghan, 1988;
Harris y Cotman, 1985; Collingridge y Singer, 1990; Pellicano et al., 1993).
Antagonistas sel ectivos de los receptores NM DA dafian el aprendizajey lamemoria
(Morriset al., 1986; Benvengay Spaulding, 1988; Mondedori et al., 1989; Parada-
Turskay Turskay, 1990; Shapiro y Caramonos, 1990; Kant et al., 1991; Danysz y
Archer, 1994; Danysz et al., 1995) bloqueando €l desarrollo de varios fendmenos
relacionados al aprendizaje como son el condicionamiento, la sensibilizacion (Kim
et al., 1991; Stewart y Druhan, 1993) y la potenciacion alargo plazo (Swartzwel der
et al., 1989). Latoleranciaal etanol se bloquea cuando un antagonista competitivo
0 no competitivo del receptor NMDA se administra seguido del etanol (Wu et al.,
1993; Karcz-Kubicha y Liljequist, 1995), a la vez que se dan los procesos de
aprendizaje asociativos entre el estimulo deladrogay | as sefial es ambiental es como
yahaocurrido.

Pero e inconveniente mas serio de la hipotesis de que € bloqueo de los
receptores NMDA previene € desarrollo de la tolerancia a etanol a través del
aprendizaje asociativo, esla pregunta de por que el etanol no previene latolerancia,
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siendo un antagonista no competitivo de los receptores NMDA que inhibe la
potenciacion a largo plazo, con una potencia que correlaciona bien con esto para
inhibir los receptores NMDA (Sinclair y Lo, 1986; Blitzer et al., 1990; Morrisett y
Swrtzwelder, 1993; Tremwell y Hunter, 1994). La tolerancia no dependiente del
ambiente puede no ser gobernada por el aprendizaje (Poulos y Cappell, 1991). La
inhibicion de la tolerancia no asociativa, por antagonistas del receptor NMDA,
desafia la hipdtesis de que el bloqueo del receptor NMDA daiia la tolerancia al etanol
mediante la inhibicion del aprendizaje asociativo (Khanna ez al., 1991a, b; 1992; Wu
et al., 1993; Szabo et al., 1994). Antagonistas del receptor NMDA pueden ser
estimulos condicionantes para la tolerancia al etanol (Carlezon ef al., 1995; Wise et
al., 1995). Estos interfieren en el desarrollo de esta tolerancia pudiendo interaccionar
entre los estimulos de la droga y ambientales con la contribucion de otros
mecanismos como el dafio del procesamiento de la informacion sensorial (Karcz-
Kubicha y Liljequist, 1995), mas que a través de procesos de neuroadaptacion
implicando el aprendizaje asociativo mediado por el receptor NMDA.

Existen muchos datos que indican que exposiciones a concentraciones toxicas
de etanol producen cambios neuroadaptativos asociados a la dependencia (Fadday
Rossetti, 1998).

2.7.4. Tolerancia y Refuerzo.

Un mecanismo posible por el que la ingesta cronica de etanol puede
desembocar en un consumo excesivo es el desarrollo de la tolerancia a los efectos de
refuerzo de la droga, aunque no existen evidencias del desarrollo de la tolerancia a
los efectos de refuerzo del etanol. La tolerancia a los efectos de recompensa del
etanol no se desarrollan porque el desarrollo de los efectos negativos enmascaran las
propiedades de recompensa. La tolerancia lleva a los efectos sedativos-hipnéticos,
pero esto no desarrolla la liberacion de DA inducida por etanol en el estriado ventral
(Rossetti et al., 1993), area que se considera implicada en las acciones de refuerzo
de varias drogas adictivas, incluyendo el etanol. De la misma forma, bajo un
tratamiento similar, la no tolerancia desarrolla la estimulacion inducida por etanol de
las células que descargan DA en el VTA (Diana et al., 1992b). Diferentes estudios
han demostrado que el etanol no hace que desaparezca la capacidad de aumentar la
liberacion de DA o estimular la actividad neuronal de DA tras la retirada del
tratamiento con etanol (Diana et al., 1992a; 1993; Rossetti et al., 1992a), este restaura
las deficiencias en DA que se producen tras la retirada de la exposicion de
prolongadas dosis de etanol (Weiss et al., 1996). La falta de tolerancia del sistema
DA a los efectos del etanol tras el tratamiento crénico o durante la retirada es otro
ejemplo incompatible con la teoria de los procesos opuestos de la dependencia
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aunque muchos cambios adaptativos ocurran en el sistema DA seguido del etanol
cronico (Fadday Rossetti, 1998).

El refuerzo positivo, producido por dosis de alcohol moderadas, puede ser €
resultado de los efectos estimul adores o euforizantes del etanol y por lareduccion de
laansiedad en ciertas condiciones (Samson, 1987; Cunningham et al., 1992).

Diferentes sistemas de neurotransmisores han sido implicados en | os efectos
de refuerzo del alcohol en roedores y tambien en humanos. Estos son el sistema
dopaminérgico, GABAérgico, serotoninérgico y peptidérgico, y como yase sabe, en
el cerebro laactividad de estos sistemas se ve af ectada por concentraciones de etanol
bajas-moderadas. Los mecanismos dopaminérgicos y GABAérgicos claramente
parecen estar implicados en este efecto, y lamodul acion de | os sistemas peptidérgico
y serotoninérgico puede asu vez modular dicho efecto derefuerzo positivo del etanol
(Koob y Bloom, 1988). El circuito implicado en laaccion de refuerzo positivo tiene
como punto importante el sistema de recompensa que implica a cerebro medio,
donde comienza el sistema dopaminérgico, y las areas del cerebro basal del AC,
donde terminad sistema DA mesolimbico (Koob, 1992). Los receptores GABA , ¥
5HT,, parecen estar implicados en la modulacion de los niveles de ansiedad, se
puede considerar que la activacion o bloqueo de estos sistemas de receptores
respectivamene pueden mediar lasaccionesderefuerzo negativo del etanol. Sepuede
considerar que diferentes antagonistas-agonistas pueden afectar diferenciamente a
las acciones de refuerzo positivas 0 negativas del etanol.

Antagonistasdel receptor GABA , disminuyen laingestavoluntariade etanol
(Hyytiay Koob, 1995). Este sistema de receptores en el AC puede estar implicado
en lamediacion de lafinalizacion de laingesta de etanol (Hodge et al., 1995) més
gue en lainiciacion o mantenimiento de larespuesta de refuerzo del etanol. Existen
evidencias significativas que indican que los mecanismos dopaminérgicos,
especificamente en e sistema mesolimbico, tienen un papel en e refuerzo del
alcohol. El etanol puede estimular laliberacion de DA en el AC. Losantagonistasde
laDA y agonistas parciales disminuyen la respuesta del etanol (Pfeiffer y Samson,
1988; Bono et al., 1996). El sistema peptidérgico puede modular laliberacion de DA
y los antagonistas de | os opi aceos disminuyen laingesta de alcohol (Reid y Hunter,
1984; Volpicelli et al., 1986). Los antagonistas del receptor de 5HT; pueden reducir
la estimulacion inducida por etanol delaliberacion de DA en el AC (Carboni et al.,
1989; Wozkiak et al., 1990; Campbell y McBride, 1995), y estos antagonistas
bloquean e consumo de etanol (Fadda et al., 1991b; Knapp y Pohorecky, 1992;
Hodge et al., 1993; Johnson et al., 1993; Sellerset al., 1995).
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2.8. NEUROADAPTACION Y DEPENDENCIA AL ETANOL.

La dependencia es la pérdida del control sobre el consumo y la incapacidad
aparente para modificar el habito de la bebida a pesar de las consecuencias negativas.
Se caracteriza por un modelo perjudicial de conducta cronica, compulsiva de la
ingesta de bebida (Erickson, 1996).

Eldesarrollo de la dependencia al etanol y la abstinencia asociada al sindrome
de retirada en humanos necesita el consumo continuo de grandes cantidades de
alcohol por un largo tiempo. Cuando se retira bruscamente la ingesta de etanol se
produce el sindrome de retirada, los sintomas de excitacion del SNC y los signos de
la activacion neurovegetativa (Victor y Adams, 1953; Lerner y Fallon, 1985).

Dosis toxicas de etanol se asocian a cambios neuroadaptativos en muchos
sistemas neurotransmisores y mecanismos de transduccion (Tabakoff ez al., 1996;
Tabakoff y Hoffman, 1996a; Diamon y Gordon, 1997; Lovinger, 1997). Se tendran
en cuenta las alteraciones funcionales asociadas a los sistemas GABA y Glu que son
los mayores neurotransmisores inhibidores y excitadores respectivamente, y las
neuronas que usan estos neurotransmisores son mas del 80% de las existentes en el
cerebro. Los cambios neuroadaptativos que suceden en estos sistemas tienen
importancia en los efectos neuroquimicos y de conducta asociadas a la dependencia
del etanol. El primer sintoma es el dafio del control por uso de drogas (Rinaldi et a!.,
1988, Morse y Flavin, 1992). Este dafio del control puede tener causas genéticas o
neuroquimicas (Erickson et al., 1990; Erickson, 1996).

2.8.1. Dependencia del Etanol y Neurotransmision GABA.

Se ha descrito que el GABA es el mayor neurotransmisor inhibidor del
cerebro que media al menos en el cincuenta por ciento de las sinapsis de la corteza
cerebral (McGeer y McGeer, 1989) y esto queda evidenciado por la distribucion
homogénea del GABA entre las diferentes regiones de la corteza (Peinado et al.,
1986). Esta participacion en las sinapsis corticales contrasta con los bajos niveles de
este aminoacido en el espacio extracelular. Esto parece ser debido, al menos en parte,
a los eficientes mecanismos de recaptacion de la glia y neuronas (Worral y Willians,
1994). El origen del GABA extracelular es muy controvertido y posiblemente varia
segin los casos. Algunos autores proponen mecanismos de liberacion calcio-
independientes, incluyendo fuentes metabdlicas gliales o mecanismos de transporte
reversos (Bernarth, 1992; Worral y Willians, 1994) y otros sugieren mecanismos de
liberacion calcio-dependientes (Campbell et al., 1993). La entrada de calcio resulta
de la actividad neuronal ocurrida a través de los canales de calcio dependientes de
voltaje. En el cerebro diferentes tipos de estos canales estan implicados llevando a
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cabo la liberacion de neurotransmisores en el terminal nervioso (Takanashi y
Momiyama 1993; Turner et al., 1993).

No esta bien descrito que larespuesta de | os receptores GABA , se potencia
por concentraci ones farmacol 6gicamente rel evantes de etanol (Tabakoff y Hoffman,
1996b; Tabakoff et al., 1996; Diamond y Gordon, 1997). Algunos estudios sugieren
guelasensibilidad delosreceptores GABA , a etanol necesitadelafosforilacion del
receptor (Weiner et al., 1994; Harris et al., 1995) o la presencia de una subunidad
concreta (Wafford et al., 1991), aungue esto no esta del todo confirmado. Como ya
sehavisto, lasimilitud delasaccionesdel etanol, benzodiacepinasy barbituricosson
labase delasteoriasiniciales de laaccion del etanol en el cerebro Ilevando a pensar
gue las tres clases de drogas comparten algin mecanismo de accién unido al cana
ionico acoplado al receptor GABA. Lasalteracionesdelos canalesde Cl™ del receptor
GABA , parecen contribuir a algunos de los signos y sintomas del sindrome de
retirada del etanol (Morrow et al., 1992); Estos efectos pueden estar asociados con
unadisminucion de la sensibilidad del cana ClI™ acoplado a receptor GABA,, en la
cortezacerebral y cerebelar. Laadministracion cronicadel etanol ateralaexpresion
del ARNm delassubunidadesdel receptor GABA , enlacortezacerebral, hipocampo
y VTA (Morrow et al., 1990; Montpied et al., 1991; Mhatrey Ticku, 1994; Devaud
et al., 1995; Charlton et al., 1997) y en laretirada se ven cambios en el ARNm del
receptor GABA , y proteinas (Devaud et al., 1997). El etanol cronico tiene efectosen
varias subunidades del receptor GABA,, sugiriendo asi la complicacion de los
mecanismos reguladores de la interaccion del etanol con el GABA,. Mientras la
funcion del GABA parece estar afectada por e etanol cronico (Kang et al., 1996)
otros estudios no lo demuestran, por lo que no esta claro s las ateraciones
neuroadaptativas del receptor producen ateraciones de la neurotransmision
GABAérgica. Lasneuronas GABA érgicastambién tienen receptoresGlu, a contrario
gue la transmision glutamatérgica que esta especialmente mediada por receptores
NMDA; Puede estar modulada por latransmision GABAérgica (Dingledine et al .,
1986) aparentemente viareceptores GABA; presingpticosregulando laliberacion de
Glu (Kombian et al., 1996). Las alteraciones de lafuncion GABAérgica seguidas de
etanol croni co puede ser unarespuestasecundariacompensatoriaalasobreactivacion
de la neurotransmision glutamatérgica (Fadday Rossetti, 1998).

Lapotenciacion del etanol sobre laaccion del GABA en receptores GABA
Se espera que contribuya ala accion anxioliticadel etanol debido al papel que juega
en lamodulacion de la ansiedad. Laingesta de cantidades bajas-moderadas pueden
disminuir laansiedad alarespuestaafactores estresantes. Dosis rel ativamente bajas
seasocian a efecto positivo queincluyelarelgjacion (Pohorecky, 1981). Losratones
necesitan altas dosis para que se produzcan efectos anxioliticos, ya que son mas
resistentes. Los antagonistas de receptores de benzodiacepinas y agonistas inversos
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invierten el efecto del etanol; Los efectos no estimulantes pueden estar mediados por
la accion del etanol en el complejo del receptor de benzodiacepinas-GABA (Eckardt
et al., 1998).

2.8.2. Dependencia del Etanol y Neurotransmision de Glutamato.

El tratamiento cronico con concentraciones toxicas de etanol lleva a la sobre-
regulacion del receptor NMDA, aumenta el ARNm de las subunidades funcionales
del receptor y por tanto aumenta la funcion del receptor (Hu y Ticku, 1995; Follesa
y Ticku, 1996b; Hu et al., 1996; Snell et al., 1996a; Tabakoff et al., 1996; Tabakoff
y Hoffman, 1996a; Chen et al., 1997; Diamond y Gordon, 1997; Lovinger, 1997).
Estas alteraciones se consideran una respuesta neuroadaptativa causada por el
bloqueo cronico de los receptores NMDA por etanol, esto sugiere una base para
alguno de los efectos cognitivos del etanol ya que el receptor NMDA parece jugar un
papel importante en ciertas formas de aprendizaje (Collingride y Lester, 1989;
McBain y Mayer, 1994). El aumento mediado por receptores NMDA de la
neurotransmision excitadora puede ser considerado el mayor proceso neuroadaptativo
que causa el sindrome excitatorio al retirar el consumo cronico de etanol. También
laretirada de la administracion cronica de etanol de los antagonistas competitivos del
receptor NMDA induce un sindrome de hiperexcitabilidad (Ripley y Little, 1995). La
administracion de antagonistas del receptor NMDA disminuye la sintomatologia de
la retirada (Grant et al., 1990a; Liljequist, 1991; Morrisett et al., 1990; Rossetti y
Carboni, 1995) mientras que los agonistas del receptor NMDA la empeoran (Danysz
et al., 1992; Davidson et al., 1995; Morrisett et al., 1990; Sanna et al., 1993).
Experimentos recientes indican que el etanol a dosis farmacologicamente importantes
puede afectar la neurotransmision glutamatérgica presinaptica por la alteracion de los
niveles del Glu extracelular a pesar de que muchos estudios la han considerado
postsinaptica en los receptores NMDA (Carboni et al., 1993; Moghaddan y Bolinao,
1994). Ademas, el etanol como antagonista del receptor NMDA puede prevenir los
incrementos calcio-dependientes de los niveles de Glu inducidos por activacion de
los receptores NMDA invivo (Rossetti et al., 1990; Young y Bradford, 1991; Bustos
etal., 1992; Carboni et al., 1993; Morari €t al., 1996). Estos niveles incrementados
de Glu son relevantes funcional y conductualmente ya que pueden representar una
correlacion neurobioldgica con la retirada del etanol (Rossetti y Carboni, 1995).
Estos resultados se complementan con la hipotesis de que el Glu puede ser liberado
por activacion de los receptores NMDA a través de un mecanismo positivo de feed-
back. Muchos mecanismos de autoalimentacion unidos a la activacion de los
receptores NMDA pueden contribuir a aumentar la liberacion de Glu:

. El flujo de calcio, gracias a la sobre-regulacion de los receptores NMDA,
puede activar a la fosfolipasa 2 (PLA,) generando aminoécidos y radicales
libres (Dumuis et al., 1988). Esto puede aumentar el Glu extracelular al
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activar los receptores NMDA (Pellegrini-Giampietro et al., 1988; Williams,
1989) o por inhibicion de la captura glial de Glu (Volterra et al., 1994) o por
las dos causas.

. El aumento intracelular de calcio mediado por el receptor NMDA puede
activar a la 6xido nitrico sintasa (NOS) regulada por la PKC dependiente del
sistema calcio-calmodulina, con la liberacion de NO (Schuman y Madison,
1994). La liberacion retrograda de NO puede activar los receptores NMDA
y liberar Glu (Nei et al., 1996; Bogdanov y Wurtman, 1997).

. El aumento de Glu, mediado por receptores NMDA, aumenta en la liberacion
de Glu pudiendo ser también por activacion de los receptores NMDA en los
terminales o axones glutamatérgicos (autoreceptores).

Pero la existencia de autorreceptores que regulan la liberacion de Glu es todavia
hipotética. Existen evidencias de una localizacion presinaptica de los receptores
NMDA en neuronas excitadoras en el hipocampo (Siegel et al., 1994) y espina dorsal
(Liu et al., 1994) y evidencias indirectas tanto neuroquimicas (Collins et al., 1983;
Rossetti et al., 1990; Young y Bradford, 1991; Bustos et al., 1992; Carboni et al.,
1993; Rossetti y Carboni, 1995; Morari et al., 1996) como eclectrofisioldgicas
(Garcia-Munoz et al., 1991; Berretta y Jones, 1996) que indican una facilitacion de
la liberacion de la actividad de los receptores NMDA presinapticos.

Antagonistas no competitivos del receptor de Glu y antagonistas competitivos
del receptor NMDA tienen acciones anxioliticas.

Debido a la localizacion general de los receptores de Glu en todas las
estructuras cerebrales y la disfucion y densidad de la inervacion glutamatérgica a
través del cerebro (Mayer y Westbrook, 1987), las variaciones en la liberacion de Glu
pueden ser un proceso neuroadaptativo primario que podria afectar la funcion de las
estructuras cerebrales y sistemas de neurotransmision. Ademds los cambios
neuroadaptativos en el sistema glutamatérgico pueden tener relevancia en las
alteraciones neuropatologicas inducidas por el etanol cronico en el cerebro de
animales y humanos. Es por esto que el alcoholismo se ha considerado un desorden
neuropsiquiatrico relacionado al Glu (Tsai et al., 1995).

2.8.3. Dependencia del Etanol y Neurotransmision de Dopamina.
Existen evidencias electrofisioldgicas, neuroquimicas y de conducta que

muestran como a dosis farmacoldgicamente importantes el etanol activa el sistema
mesolimbico dopaminérgico (Fadda et al., 1980; 1989; 1991a; Mereu et al., 1984,
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Gessa €t al., 1985; Imperato y Di Chiara, 1986; Brodie et al., 1990; Weiss €t al.,
1993). El sistema mesolimbico dopaminérgico sale de VTA del mesencéfalo,
proyectando a las estructuras limbicas, incluyendo el septo del AC. La retirada del
tratamiento cronico con etanol se asocia a una profunda disminucién en la liberacion
de DA invitro (Darden y Hunt, 1977) o in vivo (Rossetti et al., 1991a; 1992a,b,c;
Weiss et al., 1996). Un efecto unido a la reduccion de la actividaad neuronal de las
neuronas dopaminérgicas de VTA en estas condiciones (Diana et al., 1992a; 1993).
Las alteraciones en la actividad y expresion de las enzimas que sintetizan DA son
transitorias y paralelas al desarrollo de la sintomatologia de la retirada (Neff et al.,
1995) y esto indica que la retirada del etanol se asocia a una denervacion
dopaminérgica temporal (Lal et al., 1988).

2.8.4. Dependencia del Etanol e Interacciones Glutamato-Dopamina-GABA.

La exposicion al etanol a largo plazo aumenta la inmunoreactividad de
subunidades NMDA R1 en el VTA, mientras que reduce la inmunoreactividad de la
subunidad a, del complejo del receptor GABA (Trevisan et al., 1994; Ortiz et al.,
1995; Charlton et al., 1997). La inhibicién reducida acoplada a la excitacion
aumentada de las células dopaminérgicas del VTA durante la retirada parece resultar
de la sobre-excitacion y bloqueo del paso del impulso mesolimbico (Shen y Chiado,
1993; Ortiz et al., 1995; Fitzgerald et al., 1996). La reduccion de las neuronas
dopaminérgicas activas en la retirada del etanol ha sido puesta en duda (Diana et al.,
1995) y los mecanismos de bloqueo de la despolarizacion son incompatibles con el
resultado de que el etanol, el cual, cuando se da en estimulos agudos estimula las
c€lulas cargadas de DA del VTA restaurando los niveles normales de DA en su
retirada (Rossetti et al., 1991b; 1992a,b; Diana et al., 1993).

La conduccioén excitatoria mediada por un receptor NMDA media la
reduccion de la actividad dopaminérgica. En el estado de retirada el Glu ejerce un
control inhibidor en la liberacion de DA y de la liberacion de DA parece no ser
causada por inactivacion de la despolarizacion. No se conocen bien los mecanismos
de las c¢lulas disparadoras de DA y del aumento en la liberacion por cantidades
agudas de etanol. Se ha propuesto que un mecanismo de desinhibicion estd implicado
en la accion directa del etanol en los receptores GABA ,: la actividad del sistema DA
puede ser secundario a la inhibicion de las interneuronas GABAérgicas que inervan
las células VTA-DA (Mereu y Gessa, 1985).

Los efectos agudos de etanol en la liberacion de DA no estan mediados por
la accion directa de los receptores GABA,. Un mecanismo alternativo para la
estimulacion inducida por etanol de la liberacion de DA puede implicar la
desinhibicion de las células VTA-DA por el bloqueo de los receptores del Glu en
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aferencias inhibidoras locales o distales o las células DA, de acuerdo al mecanismo
propuesto para los efectos de antagonistas no competitivos del receptor NMDA
(French y Ceci, 1990; Imperato et al., 1990; Zhang et al., 1992). Como el etanol, la
administracion sistémica de antagonista de los receptores NMDA, aumentan la
descarga de las neuronas dopaminérgicas (French y Ceci, 1990; Zhang et al., 1992;
Murase €t al., 1993) y puede estimular la liberacion, la sintesis y el metabolismo de
DA en las areas dopaminérgicas terminales (Liljequist et al., 1991; Loscher et al.,
1991; Bristow et al., 1993; Hondo et al., 1993; Hadjiconstantinon et al., 1995;
Druhan et al., 1996, Mathe et al., 1996; Schmidt y Fadayel, 1996).

2.8.5. Dependencia, Depresion y Disminucion de Dopamina.

El sistema DA mesocorticolimbico se considera que estd implicado en los
efectos motivacionales de refuerzos naturales como en el abuso de las drogas (Wise
y Rompr¢, 1989; Wise, 1996) y se ha visto que este sistema también esta implicado
en los efectos de recompensa del etanol ( Fadda y Gessa, 1985; Imperato y D1 Chiara,
1986; Cloninger, 1987; Fadda et al., 1988; 1989; 1991a; Koob, 1992; Samson y
Harris, 1992; McBride et al., 1997).

La inhibicidon rebote del sistema dopaminérgico que sucede tras la retirada es
una correlacion neurobiologica de los sintomas depresivos y la disforia de la
abstinencia (Diana et al., 1992a; Rossetti et al., 1992a,b,c; Weiss et al., 1996), es una
depresion rebote del mecanismo de refuerzo positivo (Schulteis et al., 1995). La
deplecion de DA y la depresion del sistema de recompensa parece constituir un
denominador comun de la abstinencia de intoxicaciones cronicas de varias drogas,
entre ellas el etanol. Los cambios neuroadaptativos en la funcion dopaminérgica,
seguido de la retirada del etanol, han sido propuestos como el sustrato neurobiologico
del deseo para el etanol en sujetos dependientes (Rossetti et al., 1992a,b,c; Diana et
al., 1993; Schulteis et al., 1995; Weiss et al., 1996).

Se han realizado suficientes estudios sobre la adiccion del sistema
mesolimbico, porcion del cerebro que implica la capacidad de sentir placer. A nivel
celular los efectos de la droga seran explicados por sus acciones en la areas pre y
postsinapticas de las cé€lulas en el sistema mesolimbico (Wise y Rompré, 1989):

. Centros del control hipotalamico, son uno de los principales sitios de accion
del alcohol. El hipotdlamo, que controla el hambre, la sed, el placer, la
actividad sexual, etc. gobierna la supervivencia diaria (Lewis, 1996). Como
tiene muchas comunicaciones, si un centro se dana afecta a los demas.
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. Cerebro medial, responsable del refuerzo positivo asociado a la adiccion de
drogas (Gold y Miller, 1992). Se conoce como la via del placer. Tiene cuatro
partes funcionales, el hipotalamo lateral, el area tegmental medial, el ACy la
corteza frontal (Wise, 1987; Koob y Bloom, 1988; Koob, 1992; Samson y
Harris, 1992).

2.9. ALCOHOL Y DESARROLLO CEREBRAL.

El alcohol es un teratdgeno fisico y de conducta que afecta al desarrollo del
SNC, ya que es especialmente vulnerable en la etapa de gestacion. La mayoria de las
investigaciones se han centrado en los efectos de la exposicion a dosis altas de
alcohol, las cuales pueden originar cambios morfologicos y desordenes en el
comportamiento de la progenie de madres que tomaron etanol durante el embarazo
(Streissguth y Martin, 1983). El modelo extremo de dafios fisiologicos y psicologicos
resultantes del consumo de etanol en el embarazo se llama Sindrome Fetal
Alcoholico (SFA) (Jones y Smith, 1973; Claren y Smith, 1978). EI SFA se
caracteriza por el retraso en el crecimiento pre y postnatal, por disfunciones en el
SNC (retraso mental) y malformaciones craneoencefalicas (microencefalia, debido
ala excesiva pérdida de tejido cerebral por muerte neuronal) (Clarren y Smith, 1978;
Rossett 1980; Streissguth et al., 1980b; Levy y Koren, 1990; Bellinger et al., 1999).
Mas concretamente, en los ultimos dias del desarrollo se produce una alteracion de
los circuitos nerviosos (Diaz y Samson, 1980; West y Hamre, 1985).

La toxicidad del etanol parece ser directa y menos reversible durante el
desarrollo cerebral que en el cerebro de bebedores adultos. Este hecho da seriedad a
la toxicidad del alcohol durante el desarrollo del SNC, justificando asi los estudios
con el objetivo potencial de desarrollar estrategias preventivas. El hecho de que el
cerebro pase por diferentes estados de desarrollo, los cuales son particularmente
vulnerables a agentes teratdgenos, incluyendo el alcohol, quiere decir que la dosis
umbral de alcohol capaz de producir efectos perjudiciales parece variar segun el
estado de desarrollo. Ademas, hay que prestarle atencion a factores tales como el
tiempo y la clase de bebida alcoholica, que es potencialmente importante en la
determinacion de la magnitud y naturaleza del dafio que se produce (Eckardt et al.,
1998). Sigue en estudio la cantidad de etanol necesaria para producir déficit en el
SNC de la progenie (Eckardt et al., 1998).

Se ha visto que un solo sorbo en un periodo de gestacion importante puede
llevar a una impacto importante del desarrollo de recién nacido (Bonthius y West,
1990; Streissguth et al., 1990; Streissguth et al., 1994; Holzman et al., 1995). Las
altas dosis llevan a las consecuencias mas severas y se asocian a anomalias
morfoldgicas, retardo metabdlico y déficit sensorial (Jacobson et al., 1993; Jacobson
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et al., 1996). Existe una relacion dosis-dependiente entre las anomalias
craneoencefalicas y la ingesta materna. Los datos se asocian principalmente a los
estadios tempranos del desarrollo (Streissguth et al., 1984; Jacobson y Jacobson,
1994). Se ha visto que la progenie de mujeres embarazadas que no dejan de beber es
mas hiperactiva, con mayores problemas de lenguaje y dafios motores que aquellos
de madres que dejaron de beber, los efectos son acumulables (Coles €t al., 1991).

Durante las ultimas décadas se han hecho bastantes estudios que permitieran
relacionar el nivel de consumo de alcohol durante el embarazo y los efectos de
comportamiento en la progenie. Algunos datos de estos estudios indican que el
consumo moderado de alcohol en el desarrollo cerebral tiende a producir mas efectos
en el comportamiento que efectos fisicos, y que estos efectos con sutiles y variables.
Esta situacion esta en linea con el principio de dosis-efecto: niveles bajos de
exposicion a toxinas parecen producir un déficit funcional mas que problemas en el
crecimiento o malformaciones (Voorhess y Mollnow, 1987).

Desde hace afos se han hecho estudios en el rendimiento intelectual, el cual
se ve afectado (Streissguth et al., 1980a; O’Connor et al., 1986; Fried y Watkinson,
1988; Streissguth et al., 1990; Greene et al., 1991; Fried et al., 1992a; Jacobson et
al., 1993). También se han estudiado las consecuencias de la conducta en la progenie
de madres que consumieron etanol de forma moderada viendose problemas de
aprendizaje y atencion junto con desordenes en el procesamiento del lenguaje de los
nifios. Y esto se asocia al consumo moderado de alcohol de una madre durante el
embarazo (Fried y Watkinson, 1988; Fried y Watkinson, 1990; Greene €t al., 1990;
Streissguth et al., 1990; Fried et al., 1992a; Fried et al., 1992b; Jacobson et al., 1992;
Streissguth et al., 1993; Fried et al., 1994; Streissguth et al., 1994; Streissguth et al.,
1995; Kopera-Frye et al., 1996).

En estudios de conducta neuronal en humanos, el umbral para ver los efectos
se define usualmente en términos de el nivel de exposicion a una toxina bajo la cual
el rendimiento medio del grupo no se afecta negativamente. Pero esto varia ya que
unos individuos son mas sensibles que otros (Streissguth et al., 1993; Jaconson y
Jacobson, 1994; Jaconson et al., 1994, Streissguth et al., 1994). Los problemas de
conducta en nifios expuestos prenatalmente al alcohol se piensa que son indicativos
del desarrollo normal del SNC. Estudios en animales han demostrado que el cerebro
puede ser el 6rgano mas sensible a los efectos adversos del alcohol durante el
desarrollo. Incluso, usando modelos animales, en los que es posible eliminar otros
factores que puedan confundir o influenciar el desarrollo cerebral (nutricidon, uso de
otras drogas por parte de la madre, etc.). Los efectos se parecen a aquellos observados
en humanos ocurridos tras la exposicion prenatal al alcohol (Driscoll et al., 1990).
Ademas, deberia tenerse cuidado al extrapolar los resultados de animales a humanos,
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porque hay diferencias en las especies en el metabolismo del alcohol, el tiempo del
desarrollo cerebral y la complejidad del SNC. Dentro de los animales, el etanol
interfiere con todos los estados del desarrollo cerebral, siendo los efectos
neurotoxicos dependientes de la dosis (mayor dosis: mayor dafio) (Bonthius y West,
1990) y del tiempo (algunos periodos son mas sensibles que otros, en los mas
tempranos se producen mayores dafios) (Sulik et al., 1981; Bonthius y West, 1990).
Pero el dafio no es uniforme en todas las regiones, incluso en una misma region
algunas poblaciones celulares pueden ser mas vulnerables a los efectos del alcohol
que otras. Las regiones en las que mas se notan los efectos toxicos del alcohol son
neocortex, hipocampo y cerebelo (Barnes y Walker, 1981; Bonthius y West, 1990;
Goodlett et al., 1991; Miller, 1992; Guerri, 1998).

Los efectos neurotoxicos producidos (Sulik et al., 1981; Bonthius y West,
1990) en el SNC fetal, cuando el cerebro estd en formacion, son mas directos y
menos reversibles que en adultos, incluso a dosis moderadas. Algunos de estos
efectos son: desordenes mentales, sensoriales y morfoldgicos, problemas de
aprendizaje, junto con lenguaje y atencion deficiente. También se desarrollan
alteraciones hormonales que tendran su efecto en la maduracion sexual, que estara
retardada y con la funcion reproductiva alterada (Eckardt et al., 1998).

Aunque muchos mecanismos han sido propuestos para explicar el efecto
toxico del alcohol en el desarrollo cerebral (West et al., 1994), los mecanismos
moleculares y celulares que inducen a esta patofisiologia cerebral fetal tienen que ser
mejor clarificados. Es necesario informar acerca de como el alcohol afecta a la
funcionalidad del cerebro ademas de la estructura, porque las anomalias estructurales
no necesariamente se traducen en dafios observables. El conocimiento sobre la
funcion cerebral puede ayudar a definir las relaciones entre anomalias en el SNC y
danos conductuales y cognitivos (Eckardt et al., 1998).
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3. PROCESOS NEURODEGENERATIVOSEN
EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

3.1. INTRODUCCION.

En los ultimos afios la comunidad cientifica esta realizando un gran esfuerzo
para conocer las causas de los procesos neurodegenerativos que tienen lugar en el
SNC, en distintos tipos de situaciones (Katzman, 1988; Reinikainen et al., 1990; Von
Drass y Blumental, 1992; Fulop y Seres, 1994). En términos generales se ha
propuesto que los procesos neurodegenerativos parecen ser causados por tres
mecanismos. Por un lado, se ha comprobado que existen deficiencias energéticas, no
solo limitadas a desérdenes en los que el suministro de sustratos estd reducido
(isquemia, hipoglucemia) sino que también aparece en pacientes con trastornos
crénicos de diferente etiologia, como las enfermedades de Huntington, Parkinson,
Alzehimer (Lees, 1993; Almeida et al., 1994; Clark et al., 1994; Roberts y Chih,
1995; Sims, 1996; Borlongan et al., 1997; Bolafios €t al., 1997; Mamelak, 1997,
Mark et al., 1997) o esclerosis lateral amiotrofica (Kok, 1997; Shaw e Ince, 1997).
En segundo lugar, la hiperactividad de los neurotransmisores acidicos (Glu y Asp)
conduce a que estas sustancias actien como potentes toxinas enddgenas originando
degeneracion y muerte neuronal (Olney, 1978; Coyle, 1983; Frandsen y Schousboe,
1990; Palmer y Gershon, 1990; Shaw, 1992; Lees, 1993; McEntee y Crook, 1993;
Hannan, 1996; Martinez-Martos et al., 1996; Shaw ¢ Ince, 1997; Pringle etal., 1997).
Por tultimo, la participacién de los radicales libres originados en el metabolismo ha
erigido también recientemente el estrés oxidativo como causa de gran importancia
en los procesos neurodegenerativos (Tritschler et al., 1994; Benzi y Moretti, 1995;
Cini y Moretti, 1995; Reiter, 1995; Williams, 1995; Davis et al., 1997; Fernandez-
Novoa et al., 1997, Mark et al., 1997, Multhaup, 1997). Sin embargo, estos
mecanismos no son excluyentes sino que parecen compartir un origen comun, ultimo
responsable del desarrollo de los procesos de degeneracion y muerte neuronal, y éste
parece ser el incremento excesivo de la concentracion de calcio libre citosélico (Choi,
1988a,b; 1992; Choi y Hartley, 1993; Lees, 1993; Khachaturian, 1994; Martini et al.,
1994; Smith-Swintosky et al., 1994; Martinez-Martos et al., 1996; McMahon et al.,
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1996; Abdelhamid y Tymianski, 1997; Garcia et al., 1997; Scorziello et al., 1997,
Sicber et al., 1997; Sun et al., 1997).

3.2. PROCESOS NEURODEGENERATIVOS INDUCIDOS POR DEFICIENCIAS
ENERGETICAS.

El SNC es especialmente vulnerable a variaciones energéticas debido al alto
metabolismo que desarrollan las neuronas y a su baja capacidad de almacenamiento
de sustratos ricos en energia. Por tanto, fallos en la capacidad de las neuronas para
mantener los niveles normales de energia o la simple necesidad de responder
rapidamente a un mayor requerimiento de la misma pueden disminuir la viabilidad
neuronal (Lees, 1993).

La muerte celular puede darse como consecuencia de la falta de glucosa o de
oxigeno; aunque las neuronas pueden sobrevivir largos periodos de tiempo en
condiciones de hipoglucemia o hipoxia, la combinacidon de ambas situaciones es mas
lesiva (Goldberg et al., 1987; Monyer €t al., 1990; Kaku et al., 1991; Tombaugh y
Sapolski, 1990; Pringle etal., 1997; Sicber et al., 1997). Estos fallos en el suministro
de sustratos ricos en energia provocan cambios en la concentracion intracelular y
extracelular de iones y, con ello del potencial de membrana (Martin et al., 1994).
Debido a estos cambios puede producirse hiperpolarizacion o despolarizacion de la
membranas, pudiendo coincidir ambos procesos en el mismo area del cerebro
(Hansen et al., 1982; Krnjevic y Ben-Ari, 1989) o entre poblaciones de neuronas con
propiedades funcionales similares (Luhmann y Heinemann, 1992). Si un dafio o
lesidon se mantiene un tiempo prolongado puede darse la despolarizacion de todas las
neuronas dependiendo de factores como la gravedad de insulto (Jiang y Haddad,
1992) y la temperatura (Taylor y Weber, 1993; Sattler et al., 1997). Se han llevando
a cabo gran numero de estudios que intentan relacionar estos cambios con la
concentracion idnica; asi se han implicado a iones K™ (Krnjevic y Lebblond, 1989;
Luhmann y Heinemann, 1992), Na"y Cl" (Hansen y Zeuthen, 1981; Jiang et al., 1992;
Friedman y Haddad, 1993; Haddad y Jiang, 1993) y Mg*" (Chopp €t al., 1984; Martin
et al., 1994; Hartnett et al., 1997).

En estos procesos el ion Ca®>" merece especial interés. El aumento de Ca**
citosolico se debe a la liberacion del i6n desde sus almacenes intracelulares
(Katchman y Hershkowitz, 1993); ademas, también puede entrar a través de canales
Ca’" voltaje-dependientes (Peinado et al., 1996) o por canales operados por receptor
como los NMDA (McDermott et al., 1986; Krnjevic y Leblond, 1989). Alteraciones
en la excitacion sindptica en condiciones de anoxia llevarian a la disminucién de las
corrientes de Ca®’, y tras un proceso de isquemia la entrada de Ca®" a través de
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canales operados por receptor tendria importancia debido a la liberacion de Glu
durante la despolarizacion de la membrana (Lobner y Lipton, 1993).

La falta de sustratos también produce una disminucion en los potenciales
postsinapticos excitatorios debido al descenso en la liberacion de neurotransmisores
y la union de estos a sus receptores, a la falta de eficacia en el acoplamiento de los
receptores postsinapticos, a la conductancia sinaptica o a cualquier cambio que
disminuya la fuerza electroquimica entre los iones implicados en generar corrientes
sinapticas (Martin et al., 1994). Este aspecto estaria relacionado con la inhibicion por
anoxia de las corrientes de Ca*" debido al bloqueo de los canales de Ca*
presinapticos (Krnjevic y Leblond, 1987).

Deigual modo, la adenosina nucleosido, constituyente del adenosin-trifosfato
(ATP), ha sido considerada como inhibidora de la transmision sinaptica excitatoria
inducida por anoxia o isquemia. Aunque su mecanismo de actuacion todavia no esté
bien definido (Dunwiddie et al., 1996), probablemente activa canales presinapticos
de K" y bloquea canales presinapticos de Ca** dependientes de voltaje (Fredholm y
Dunwiddie, 1988), habiéndose demostrado que en cultivos de astrocitos provoca
apoptosis (Abbracchio et al., 1995).

En isquemias cerebrales severas se produce un incremento en la
concentracion extracelular de aminoacidos excitatorios (Asp y Glu) (Fabricius et al.,
1993; Pringle et al., 1997; Sasaki et al., 1997) debido al aumento en la liberacion de
estos aminoacidos. Se ha demostrado (Katchman y Hershkowitz, 1993) que bajo
condiciones de hipoxia se da un incremento en la liberacién de Glu dependiente de
Ca’* desde sus almacenes intracelulares, debido a la despolarizacion neuronal, influjo
de Ca?"y exocitosis (Drejer et al., 1985; Katayama et al, 1991) siendo concomitante
con la elevada salida de K™ (Katayama €t al., 1991). También puede aumentar la
concentracion extracelular de aminoacidos excitatorios por la inhibicion de la
recaptacion de Glu en neuronas y astrocitos (Bouvier et al., 1992).

Los procesos neurodegenerativos provocados por fallos energéticos abarcan
a todos aquéllos trastornos asociados a alteraciones en la fosforilacion oxidativa, ya
que existen numerosos trabajos que sugieren la existencia de defectos energéticos en
enfermedades neurodegenerativas (Beal, 1992) (tabla 1.3.1.), aunque sea dificil
diferenciar si los cambios observados son causa o consecuencia secundaria de la
muerte neuronal y astrogliosis (Beal et al., 1993).
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Sistema L, Grado de
Enfermedad Afectado Localizacion Deterioro
Cerebro
Corteza 0-15%
Enfermedad de Compleio I Estriado 0-23%
Parkinson Pl Sustancia nigra 35%
Plaquetas 1-55%
Musculo 5-66%
Cerebro
Enfermedad de Complejo IV Corteza >0%
Huntington Complejo I Estriado 31%
Plaquetas 72%
Cerebro
740
Enfermedad de . Cort.eza 16 %6 %
Alzheimer Complejo IV Estriado 2%
Hipocampo <0%
Plaquetas 50%
Cuadro demente ~ Reduccion de ATP o
por SIDA y creatinina PO, Corteza 30%
Enfermg dad de Complejo IV Musculo 80%
Leigh
Epilepsia Complejo I , 80-85%
mioclonica Complejo v~ Musculo 85-95%
Encefalopatia
H?rzloi?l;?ir;al Complejo I Musculo 80%
iopatid, Complejo IV 95%
acidosis lactica,
trauma)
Sindrome de . , 0
Kearns-Sayre Complejo IV Musculo 85%

Tabla 1.3.1. Cuadro esquématico de las alteraciones del metabolismo energético observadas en
algunas enfermedades neur odegener ativas.

En los ultimos afos se han descrito diversas enfermedades asociadas al
metabolismo energético en la mitocondria (Beal et al., 1993), debido a que en su
membrana interna se localiza la cadena transportadora de electrones (figural.3.1.).
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Defectos en alguno de los complejos de la cadena trasportadora de las mitocondrias
localizadas en diversas regiones cerebrales originan patogénesis conocidas como la
enfermedad de Parkinson (Mizuno et al., 1989; 1990; Schapira et al., 1990; Bindoff
etal., 1991; Hattori et al., 1991; Shoffneretal., 1991; Mann et al., 1992; Sims, 1996;
Mamelak, 1997), Huntington (Brenuan et al., 1985; Parker et al., 1990a, Beal, 1992;
Struys-Ponsar et al., 1994; Sims, 1996; Borlongan et al., 1997) o Alzehimer (Parker
et al., 1990b; Kish et al., 1992; Mamelak, 1997; Mark et al., 1997) debido a que
disminuye el metabolismo energético mitocondrial.

H+ H-I- H-|-
i ' Citocrome C '

Ublqumona

s =@ 3/@% ™

3
Complejo IV
Complejo 1 e- Citocromo c
deshl’;?:l:enasa Complejo 1l aridasa

(ublqulnona] ubiquinol-citocrome G "
reductasa
Azida

AOAA MPP‘
ADP
+ Pi> -—H"

Complejo 1l

succinate ATP
deshidrogenasa
(ubiquincna) Complejo ¥V
Acido ATP sintetasa
N\ 3-nitropropionico /

\. J

Figural .3.1. Diagrama esguematico deloscinco grandescompl gjostrans-portadores
de electrones existentes en las mitocondrias (tomado de Beal et al., 1993).

De igual forma, el metabolismo energético se ve afectado en casos de lesiones
traumaticas del cerebro, como se demuestra en estudios histoquimicos que ponen de
manifiesto una reduccion de la actividad citocromooxidasa en animales sometidos
a este tipo de lesiones (Hovda et al., 1991).

Por otro lado se ha sugerido que durante el envejecimiento normal, existe un
descenso progresivo en la actividad de la cadena trasportadora de electrones (Trounce
etal., 1989; Yenetal., 1989; Di Monte et al., 1992). Ademas, el ADN mitocondrial
es mucho mas susceptible al dafio ocasionado por radicales libres (Wallace, 1992a),
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y esto se demuestra en estudios de tejido cerebral donde se observa un incremento
progresivo con la edad en los marcadores del dafio oxidativo en el ADN mitocondrial
(Cortopassi y Arnhein, 1990; Corral-Debrinski et al., 1992; Wallace, 1992a). Por
tanto, ante un dafio o lesion puede producirse un aumento en las alteraciones del
envejecimiento normal en la cadena transportadora de electrones. Asi, alteraciones
en la funcién mitocondrial favorecen ain mas la formacion de radicales libres o
aumento de la concentracion de Ca*" intracelular, factores que también son
especialmente responsables de la degeneracion neuronal (Beal et al., 1993; Sims,
1996).

3.3. NEUROTOXICIDAD DEBIDA A AMINOACIDOS EXCITADORES.

En los ultimos afios se ha comprobado la potente accidon neurotdxica que
poseen los aminoacidos acidicos en fenomenos de excitacion neuronal, relacionado
esto con procesos degenerativos de distinta etiologia como hipoxia/isquemia,
hipoglucemia, epilepsia, lesiones traumaticas (Olney et al., 1971; Coyle, 1983; Choi,
1988a,b; 1992; Frandsen y Schousboe, 1990; Choi y Hartley, 1993) y otras
enfermedades neurodegenerativas (Miyashita et al., 1994), entre las que destaca la
enfermedad de Alzehimer (Palmer y Gershon, 1990; Shaw, 1992; Martinez-Martos
et al., 1996).

Olney observo por primera vez que el Glu monosddico, usado como aditivo
en alimentos, era causa de la aparicion de lesiones en el hipotalamo de recién nacidos
(donde la barrera hematoencefalica no ha madurado suficientemente) (Olney, 1969).
Posteriormente, se comprobo el efecto neurotdxico que tienen los aminoacidos
excitatorios (Asp y Glu) y otras sustancias relacionadas con ellas como los 4cidos
cainico y quisqualico, el NMDA, el acido iboténico, y el AMPA. La inyeccion de
estos compuestos en tejido cerebral provoca lesiones neuronales localizadas a nivel
postsinaptico, habiendo una destruccion diferencial de las dendritas y cuerpos
celulares mientras que los axones y las terminales se degeneran mas tarde (Frandsen
y Schousboe, 1990).

También se han hecho experimentos in vivo donde se ha demostrado que la
excesiva exposicion a la accion de estas sustancias puede ocasionar degeneracion
neuronal (Dichter y Choi, 1989; Choi, 1992; Choi y Hartley, 1993). Aun existiendo
ciertos factores que impiden una valoracion precisa del efecto toxico, como la barrera
hematoencefalica del adulto o mecanismos inactivadores metabolicos o de captacion,
el efecto toxico de los aminoacidos excitadores puede aumentar por la accion aditiva
de estos compuestos, aunque son liberados endogenamente tras la despolarizacion de
terminales aminoacidérgicas (Dichter y Choi, 1989).

Pagina 82



INTRODUCCION

En cultivos celulares se puede definir de formamas precisalaconcentracion
de estas sustancias afiadidas a medio, valorando asi su accion neurotoxica mucho
mejor. Ademés, en estas condiciones |os mecanismos de liberacion o inactivacion
estan atenuados (Dichter y Choi, 1989). De hecho en cultivos de célulasdelacorteza
se han observado gue cinco minutos de exposicidn a una concentracion cien veces
menor de Glu que la obtenida de tejido en corteza de mamifero son suficientes para
destruir la mitad de neuronas cultivadas sin que aparezca dafio alguno en células
gliales (Choi et al., 1987). Otros aminoacidos o compuestos enddgenos con una
potenciasimilar son el Asp (Dichter y Choi, 1989) y homocisteico (Kimet al., 1987).
El quinolinico, que no esta sujeto aparentemente a inactivacion por recaptacion
(Stone y Counick, 1985), es posible que sea tan potente como neurotoxina al ser
inyectado in vivo (Schwarcz et al., 1983), aunque cortas exposiciones de esta
sustancia en cultivos corticales son mas débiles que el propio Glu (Kim y Choi,
1987).

En estudiosiniciales de caracterizacion de laneurotoxicidad de aminoacidos
excitadores, Olney comprobd laexistenciade unacorrespondenciaentre el potencial
neuroexcitador y neurotdxico demuchoscompuestos (Olney et al., 1971). Se propuso
gue la neurotoxicidad de aminoécidos excitadores seria consecuencia directa de la
excesivadespolarizacion excitadora, tal vez asociadaaunapérdidadelahomeostasis
ionica y/o a una deplecion de las reservas energéticas de las células (Olney et al.,
1986). Esta hipotesis fue respaldada por estudios ultraestructurales, mostrando que
los aminoacidos excitatorios inducian una hinchazon neuronal mas marcada en
dendritasy somas (dendrosomatotéxica), probabl emente mediadapor lapresenciade
altas concentraciones de receptores postsinapticos (Olney, 1978).

Se diferencian dos etapas durante la accion toxica de los aminoacidos
excitadores. unafase aguday otrafase retardada (Choi, 1988a; Kato et al., 1991):

. Lafase aguda se caracteriza por una hinchazon neuronal aguda dependiente
delosnivelesdeNa'y Cl- extracel ulares, que puede ser mimetizadapor otros
agentes despolarizantes. Lainteraccion del Glu con su receptor aumentaria
lapermeabilidad delamembranaal Na' produci endo unadespol arizaci6n que
arrastraria secundariamente ClI" y H,O al interior celular. La hinchazon
observada podriareflgjar e aumento de volumen que, llegado a un extremo,
produciriacambiosirreversiblesy laposterior lisiscelular (Martinez-Martos
et al., 1996).

. Lafase retardada esta marcada por un retraso en la desintegracion neuronal
y depende de los niveles intracelulares de Ca?*. De hecho, este mecanismo
esta mediado por una entrada de Ca?* a interior de las neuronas y puede ser
mimetizado por e Ca* -ion6foro A23187. Esta entrada de calcio puede
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producirse a través de canales ionicos operados por receptor o,
indirectamente, através de canal es dependientes de voltagje activados por la
despolarizacién de la membrana (Martinez-Martos et al., 1996).

Ambos mecanismos pueden ocasionar dafio neuronal irreversible de forma
independiente o conjuntamente. No obstante, el mecanismo dependiente de calcio
puede desencadenarse a un umbral mas bajo de exposicion, y predomina en la
mayoria de las condiciones patol 6gicas. En ambos casos, €l receptor NMDA puede
desempefiar un papel relevante en la neurotoxicidad inducida por los aminoacidos
excitadores (Martinez-Martos et al., 1996; Hartnett et al., 1997).

Los incrementos de Ca?* citosdlico son tdxicos por diversas razones que se
reflejan enformadealteracionesde un gran nimero de procesos biol 6gi cos regul ados
por dicho ion (Cheung et al., 1986; Sieso, 1988). Entre elos se incluyen la
activacion de proteasasy lipasas, asi como lageneracion deradicaleslibres. Ademas,
la entrada de Ca®* en las terminales podria aumentar |a liberacién de aminoacidos
excitadores endogenos y propagar €l dafio celular mediante un retrocontrol positivo
(Dichter y Choi, 1989; Choi y Hartley, 1993; Martinez-Martos et al., 1996). Y se
sabe que cuando se produce laretirada de etanol se dan aumentos de Ca?* citosolico
gue pueden ser el resultado delaaltaregul acion delos canal esde cal cio dependientes
de voltaje (Whittington et al., 1995).

3.4. PROCESOS NEURODEGENERATIVOS |NDUCIDOS POR RADICALESL IBRES.
Los radicales libres son a&omos 0 moléculas que contienen un orbital con un
electron desapareado (Halliwell y Guterridge, 1985b) y estén caracterizadospor tener
una vida corta (Nordmann y Rouach, 1996), consecuentemente son mucho mas
inestablesy mucho masreactivos, y paracompletar su orbital son capaces de extraer
electrones de las molécul as vecinas generando nuevos radicales, |os cuales pueden
ser mas 0 menos reactivos que el radical origina (Cheesemany Slater, 1993; Reiter
et al., 1998). Luego se inicia unareaccion en cadena que puede dafiar gran cantidad
demoléculasbioldgicasvitaesy llevar aun dafio severo (Halliwell, 1992). De entre
variostejidos, €l cerebro parece ser particularmente sensible al os ef ectos dafiinos de
la generacidn de estos radicales, que pueden venir por diferentes reacciones de
transferencia de electrones, especiamente las de fosforilacion oxidativa y la de
oxidacion del acido araquidonico, DA y xantina(Lees, 1993). En 1993, Evansreviso
los factores de lagran vulnerabilidad del cerebro, entre ellos destacan el alto indice
de la actividad metabdlica oxidativa, la ata concentracion de sustratos facilmente
oxidables, como los lipidos de membrana, |as proteinas celulares esencialesy los
acidosnucleicos, que provocan enlacél ulamutacionesgenéticasde granimportancia

Pagina 84



INTRODUCCION

(Halliwell y Guterridge, 1984; Lees, 1993), y por ultimo € bajo nivel de algunos
enzimas protectores (catalasay glutation peroxidasa).

El SNC esbastante vulnerable a estrés oxidativo y especialmente sensible al
dano producido por radicaleslibres (Halliwell y Gutteridge, 1985a) debido aquelos
fosfolipidosdelasmembranas neuronal es, ricasen &cidosgrasos poliinsaturados; son
los mayores blancos del estrés oxidativo (Nordmann y Rouach, 1996); son dafiados
(oxidados) induciendo peroxidacion lipidica (Uysal et al., 1989; Nordmann et al.,
1990; Montoliu et al., 1994), que atera la integridad estructural de la membrana
celular (Halliwell y Gutteridge, 1985a) incluso pudiendo provocar la muerte de la
célula(Olanow, 1993; Davis, 1996; Farooqui et al., 1997; Floyd, 1997). También se
debe al ato indice metabdlico del SNC, con el gran uso de oxigeno 'y ladisminucion
de la actividad del pobremente desarrollado sistema de defensa antioxidativo
(Halliwell y Gutteridge, 1985a; Poeggler et al., 1993; Reiter et al., 1995; Sewerynek
et al., 1995). Aungue los radicales de oxigeno generados como productos del
metabolismo celular se mantienen amuy bajo nivel (no toxico), con laayuda de los
mecanismos antioxidantes (Cross, 1987; Jenner, 1994).

Lapatofisiologia de una gran variedad de enfermedades neurodegenerativas
resulta del dafio producido por la formacién de radicales libres (Halliwell y
Gutteridge, 1989; McCord, 1993; Cheesemany Slater, 1993; Reiter et al., 1998) y la
consecuente peroxidacion lipidica (Haliwell y Gutteridge, 1985a). Diferentes
estudi oshan detectado nivelesanormal esderadicaleslibrestras periodosdeisguemia
(Schmidley, 1990), en pacientes con Parkinson (Dexter et al., 1989; Jenner et al.,
1992) o Alzehimer (Jeandel et al., 1989; Andorn et al., 1990; Subarao et al., 1990;
Davis, 1996), asi como en € envejecimiento normal (Mizuno et al., 1989; 1990).
Generalmente los radicales libres provienen del oxigeno, como el radical OH", que
es altamente reactivo, y € superdxido (O,), ademéas del perdxido de hidrégeno
(H,0,), formado durante lafosforilacion oxidativallevada a cabo en lareduccién de
la molécula de oxigeno hasta agua (H,0) (Nordmann y Rouach, 1996).

%1€e* %1e*

O > 0% > H,0
2 2 Yo 22
0 0
H,0, €5 onesors 1€, on 0
vh2H"

Paraprevenir |os efectos dafiinos de los radicales, las célul as tienen defensas
eficientes para prevenir la generacion de estos radicales o parainterceptar aquellos
gue seforman. Estas defensas pueden ser enziméticas o no enziméticasy selocalizan
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en compartimentos celulares acuosos o de membrana (Cheeseman y Slater, 1993;
Niki, 1993; Sies, 1993). Debido a la presencia de estos antioxidantes, el nivel de
radicales en diferentes compartimentos celulares se mantiene controlado y a bajos
niveles. La ruptura del equilibrio provoca un incremento en la formacién de radicales
libres, denominada estrés oxidativo (Sies, 1985). Los mecanismos que previenen o
limitan la producciéon de radicales libres y, por tanto, el dafio tisular parecen ser
varios (Olanow, 1993):

. Uno de los mecanismos de defensa es el hecho de que la fosforilacion
oxidativa tenga lugar principalmente en el interior de las mitocondrias,
organulos rodeados de doble membrana, por lo que las especies oxidantes
quedan retenidas e inactivadas dentro del organulo al ser reducidas a H,O.

. Enzimas que participan en la defensa antioxidante son varias, pero
especialmente la superdxido dismutasa (SOD) estd implicada en la
generacion de H,O, de los radicales O,". Por otro lado estan la catalasa y la
glutation peroxidasa, implicadas en la reduccion del H,0, a H,O y la
glutation-S-transferasa que contribuye a la eliminacion de los productos
resultantes de la peroxidacion lipidica (Nordmann y Rouach, 1996).

. Uno de los antioxidantes no enzimaticos es el a-tocoferol (vitamina E), que
se conoce como el mayor antioxidante soluble en lipidos que rompe cadenas
en las membranas biologicas (Packer y Kagan, 1993). Las propiedades
antioxidantes del a-tocoferol van unidas a su habilidad para donar un atomo
de hidroégeno a un radical peroxido, y va a interferir con la reaccion en cadena
de la peroxidacion lipidica. El ascorbato y el glutation interaccionan con el
a-tocoferol en la proteccion contra el dano oxidativo contribuyendo a la
generacion de a-tocoferol desde sus derivados de radicales libres (Reed,
1993). No obstante, el ascorbato, que suele actuar como un preoxidante a baja
concentracion y como antioxidante a altas concentraciones, parece tener un
papel protector contra la peroxidacion lipidica en el cerebro. En la
regeneracion del a-tocoferol, el glutation puede coger los radicales libres o
contribuir a la defensa antioxidante como sustrato de la glutatién peroxidasa,
de la reductasa o de la glutation-S-transferasa. Debido a esto, tanto el a-
tocoferol como el ascorbato o el glutation en el cerebro han sido considerados
como indices indirectos de estrés oxidativo (Nordmann y Rouach, 1996).
Existen evidencias que muestran coOmo estos agentes antioxidantes
disminuyen el dafio degenerativo asociado a isquemias o traumas (Oliver et
al., 1990; Clemens et al., 1991; Floyd y Carney, 1992; Hall, 1992; Tagaya et
al., 1992), excitotoxinas (Beal et al., 1988; Miyamoto y Coyle, 1990; Monyer
et al., 1990; Favit et al., 1992; Puttfarcken et al., 1992; Kok, 1997) y B-
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amiloides (Behl et al., 1992). No obstante, esta proteccion sélo es parcial en
células cerebrales ya que su contenido en agentes antioxidantes es muy
reducido (Olanow, 1992; Rosen et al., 1993).

. Otro mecanismo de defensal o forman | as proteinas que unen metal es capaces
de promover las reacciones redox, manteniéndolos en estado no reactivo.
Entre estas proteinas se encuentran laferritinay latransferrina(Dexter et al .,
1992; Olanow, 1993; Gasseny Y oudim, 1997).

Estos han sido implicados como mediadores del dafio oxidativo en tegjido
neuronal en varias condiciones patoldgicas (Gotz et al., 1990; Siego, 1992;
Sewerynek et al., 1995).

En latoxicidad mediadapor el radical O,, |aSOD tiene especia importancia
debido aque catalizalareaccion de formacion de H,0, y oxigeno molecular apartir
deradicales O,

OD

0,% % O % 2H" > H,0, % O,

L os mecanismosresponsables del dafio tisular asociado aunadisminuciénen
la actividad SOD no han sido definidos (Olanow, 1993; Fernandez-Novoa et al.,
1997) y latoxicidad debida a propio O, es probablemente menor que la debida a
OH’, ya que este Ultimo es muy reactivo. No obstante, el exceso de O, ocasiona un
aumento en laformacién del radical OH". Se ha supuesto que un posible mecanismo
degenerativo pueda ser lareaccion de Haber-Weiss, catalizada por hierro.

0,% % 1% % 2H*—> H,0,
0,% % Fe®—> O, % Fe*?

H,0, % Fe*”—> OHE % OH% % Fe™®

Esta reaccion esta catalizada por sistemas biolégicos mediante la transicion de
metal es, especialmente el hierro. Solamente una pequefiafraccién del hierro queesta
en las células actla como catalizador en esta reaccién. Se representa por derivados
dehierro de bajo peso molecular (hierrolibre, que no estaen ninglin compartimento),
el resto de hierro esta secuestrado en las proteinas que lo almacenan, principalmente
laferritina (Aust et al., 1985).
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El H,O, puede participar en reacciones catalizadas por metal es de transicion
generando OH', que es un oxidante muy fuerte que puede iniciar la peroxidacion
lipidica y la cadena de reaccion de radicales (Reiter et al., 1993; Karuzina y
Archakov, 1994; Sewerynek et al., 1995).

A suvez, e O, originariatambién radicales OH" por unainteraccion con €
oxido nitrico (NO) formado endogenamente (Beckman et al., 1990), que puedejugar
un papel importante en la excitotoxicidad (Nordmann y Rouach, 1996). Esta
interaccion llevariaalaformacion deintermediarios como el peroxinitrito (ONOO),
gue puede causar dafios en € tejido por oxidacion de residuos Met en proteinas y
péptidos, tioles y tioésteres (Koppenol et al., 1992; Moreno y Pryor, 1992). El
ONOO' también puede provocar la muerte neurona al reaccionar con la SOD
(Beckman et al., 1990). Tanto el O, como el NO se pueden generar en respuesta a
un aumento en la concentracion de Ca?* libre citosolico. Asi, & Ca* activariaala
enzima NOS, produciendo NO (Galpern et al., 1996), y a una proteasa que
transformalaxanti nadeshi drogenasaen xantinaoxidasa, que actiacomo catalizador
delareaccion de oxidacion delaxantinaoriginando un aumento enlosnivelesde O,
(Olanow, 1993). Esta reaccion se ha propuesto como mediador de la toxicidad
asociadaaaminoacidos excitatoriosy aprocesosisquémicos, yaque en ambosexiste
un incremento en la concentracion de Ca* intracelular (McCord, 1985; Dawson et
al., 1992). Ademas el cerebro contiene altas concentraciones de hierro y acido
ascorbico, que bajo ciertas condiciones, como lamala regulacion, pueden contribuir
alageneracion de estos radicales libres.

3.5. INTERACCIONES ENTRE LOS POSIBLES MECANISMOS QUE CAUSAN
CITOTOXICIDAD EN EL CEREBRO.

Los radicales libres, como se ha dicho previamente, también pueden
modificar y fragmentar las proteinas celulares, siendo capaces de acelerar la
proteolisis dentro y fuera de las células (Wolff et al., 1986). Muchas proteinas,
especialmente las enzimas, son sensibles a los radicales derivados de O, (Davies,
1987). La oxidacion de grupos -SH de las enzimas clave, inducida por radicales
libres, puede contribuir a la perturbacion de la homeostasis de Ca?*, € cual puede
mediar lamuerte celular por ladisrupcion del citoesguel eto, fragmentacion del ADN
y por dafios extensivos a otros componentes celulares (Orrenius et al., 1989;
Orrenius, 1993).

Todos los mecanismos causantes de degeneracion neuronal no son
independientes, sino que se encuentran estrechamente ligados. Uno de los posibles
lazos de union lo constituye la ATPasa Na'/K™, una enzima que es €l mayor o0 mas
importante consumidor de energiadel cerebro (Erecinskay Silver, 1989; Ameset al.,
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1992) y cuya funcion es mantener y restaurar los gradientes ionicos de Na'y K* a
través de la membrana de las células nerviosas. También desempefia un papel
fundamental en procesos como e mantenimiento del volumen celular, la
excitabilidad de la membranay |la recaptacion de neurotransmisores (Stahl, 1984;
1986; Lees, 1991).

Estudiosin vivo han demostrado que descensos en laactividad de esteenzima
provocan neurotoxicidad (Lees et al., 1990). Las causas que pueden provocar fallos
en la ATPasa Na'/K* son numerosas. Asi, durante procesos isquémicos o
hipoglucémicos su actividad se ve alterada por un descenso en la disponibilidad de
su sustrato (ATP), asi como por la produccion o incluso la acumulacion de
inhibidores en elevadas proporciones (Lees, 1991). El propio Ca?* intracelular puede
actuar como un potente inhibidor fisiol0gico de este enzima (Y ingst, 1988; Matsuda
et al., 1992), particularmente cuando su concentracion esta notablemente
incrementada tras algun tipo de agresion o por activacion de los receptores de Glu
(Choi, 1988a,b; Choi y Hartley, 1993). De igual modo, la actividad ATPasa Na'/K*
se ve afectada en estados neuropatol 6gicos por la disminucion en la liberacion
energética debidaalabajadisponibilidad de sustratos ricos en energia (L ees, 1993).

Losmecanismos por loscualeslasvariacionesenlaactividad ATPasaNa'/K*
podrian potenciar lamuerte neuronal son el resultado indirecto delarelacion de este
enzima con la regulacién del volumen celular, e potencial de membrana v,
especiamente, su funcién en el mantenimiento de un gradiente de Na" atravésdela
membrana celular. Esta tltimafuncion controla el transporte de un elevado nimero
de solutos organicos de gran importancia fisiol6gica, asi como de iones através de
la membrana citoplasmatica (Lees et al., 1990; Nicholls y Attwell,
1990).Concretamente este gradiente controla la recaptacion de Glu y otros
compuestos como laDA, que afectaalatoxicidad del Gluy regulalaconcentracion
de Ca* citosdlico libre por e mecanismo de intercambio Na'/Ca*.

El enziimaATPasaNa'/K* también esfundamental parael mantenimiento de
ladiferenciade potencia en las membranas (Thomas, 1972; Garciaet al., 1997). La
despol arizacion que sucede tras |os descensos en la actividad de este enzima puede
ocasionar la activacion de los receptores NMDA voltge-sensibles, normamente
inactivados (Mayer y Westbrook, 1987), por tanto no solo existe un incremento en
laliberacion de Glu sino que también se activan |os receptores de este aminoacido
(Lees, 1993).

Otro defecto descrito tras lainhibicion de este enzima es la disminucion del
pH intracel ular ocasionadapor €l aumento delaconcentracion deK™ intracelular que
bloquea a intercambiador Na'/H*. Esta acidosis puede ser letal paralas neuronasy
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especia menteparalascélulasgliales(Tombaughy Sapolski, 1990; Nedergaardet al .,
1991).

Otro dato a tener en cuenta es la estrecha relacion existente entre la
produccion deradicaleslibres (O,, H,0,y NO) y las alteraciones quetienen lugar en
lacadenatransportadorade el ectrones (Bandy y Davison, 1990; Shoffner et al., 1991;
Davis, 1996; Multhaup, 1997; Samdani et al., 1997).

El ADN mitocondrial se encuentra unido a la membrana interna de la
mitocondriay es especia mente susceptible al ataque de radicaleslibrescomo el NO
(Wink et al., 1991), que produce mutaciones por desaminacion, y e H,O,,
especia mente cuando las enzimas requeridas para la inactivacion de estas especies
reactivasy paralareparacion del dafio se encuentran en bajas concentracionesen el
interior de la mitocondria (Richter et al., 1988; Bandy y Davison, 1990). Ademas,
este ADN con mutaciones es capaz de replicarse mas rgpidamente que el ADN
normal, por lo que alcanza elevados niveles (Wallace, 1992b).

Por otro lado, el NO, en condiciones normales, tiene funciones fisiol 6gicas
importantes, incluso el control de la vasodilatacion (Garthwaite, 1991; Vicent y
Hope, 1992). Perolageneracion deesteradical puede ser dafiinaenlascélulasdebido
a sus propias propiedades de radical libre y/o a través de la formacion de mas
radicaleslibres. También se puede combinar con el O, paraformar € anién ONOO'.
Como las células son capaces de generar O, y NO, el ONOO' puede ser generado en
exceso durante la exposicion a alcohol.

En ciertas regiones cerebrales la produccion de NO por la NOS puede verse
favorecida por laaccion del Glu sobrelosreceptoresNMDA, debido probablemente
aunincremento en laconcentracion de Ca?* intracel ular (Garthwaite, 1991; Dawson
et al., 1992; 1994; Lees, 1993) o de sodio (Strijbos et al., 1996). El flujo de calcio
mediado por receptores NMDA induce la sintesis de NO via activacion de laNOS,
gue es dependiente del sistema calcio/calmodulinay que esta regulado por laPKC
(Schuman y Madison, 1994). La actividad de los receptores NMDA tiene como
resultado la produccién de especies reactivas ad NO, NO" y NO (Choi, 1988b;
Garthwaite et al., 1988; Stammler et al., 1992), y es que labiosintesis de estasen €
cerebro parece estar fuertemente unida ala actividad del receptor NMDA (Crewsy
Chandler, 1993; Lancaster, 1993) .

Del mismo modo e NO puede actuar sobre el metabolismo energético,
inhibiendo la aconitasa del ciclo de Krebs y a los complgjos | y Il de la cadena
transportadorade e ectrones (Drapier y Hibbs, 1988), acentuando asi lasdeficiencias
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energéticas ocasionadas tanto por fallos en los enzimas o en los sustratos ricos en
energia, ya descritos en enfermedades degenerativas (Lees., 1993). Esta inhibicién
del metabolismo energético puede causar la liberacion del Glu tanto en neuronas
como en las células gliales (Sasaki et al., 1997). Todas estas relaciones quedan
esquematizadas en la figura 1.3.2.

Por ultimo conviene citar el importante papel que desempefian las células
gliales en los procesos degenerativos (Kochanek y Hallenbeck, 1992; Lees, 1993;
Sasaki et al., 1997) debido a la liberacion de citotoxinas tales como radicales libres,
NO vy factores de necrosis tumoral (TNF). Los astrocitos son de igual modo capaces
de producir TNFa y NO.

De acuerdo con las hipotesis actuales de los mecanismos responsables de la
neurodegeneracion, basadas en las consecuencias de los elevados niveles de Ca**
intracelular, Robbins y colaboradores (1987) sugirieron que la induccién de elevados
niveles de Ca®" en el interior de células no neuronales podria causar, de forma
indirecta, la muerte neuronal por liberacion de citotoxinas. Es importante destacar la
necesidad de la activacion de canales de Ca®* dependientes de voltaje de tipo L y la
presencia de calmodulina (Wright ef al., 1985a) para la produccion, en algunas lineas
de macrofagos, de citotoxinas.

Para concluir, se ha observado que el incremento prolongado de la
concentracion del calcio libre citosolico constituye el proceso critico que lleva a la
neurodegeneracion (Choi, 1988a,b; 1992; Choi y Hartley, 1993; Martinez-Martos et
al., 1996), ya que se requiere este i6n en la activacion de la NOS (Garthwaite, 1991)
y otras enzimas degradativas implicadas en la lisis celular (Choi, 1988a,b; 1992;
Orrenius et al., 1992; Choi y Hartley, 1993); y probablemente también para la
formacion de radicales libres (Chan ef al., 1985; Pellegrini-Giampietro et al., 1988;
1990; Beckman et al., 1990), para iniciar la apoptosis (Martin y Cotter, 1991) y para
la sintesis y degradacion de citotoxinas en células no neuronales (Lees, 1993).

También se debe resaltar la importancia del conocimiento de los mecanismos
moleculares que dan lugar a los distintos procesos neurodegenerativos, ya que
permite el estudio y desarrollo de nuevas sustancias con funcién neuroprotectora
(Ramirez-Exposito y Martinez-Martos, 1998).
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ISQUEMIA
HIPOGLUCEMIA DEFECTOS MUTAGENOS
HEREDADOS AMBIENTALES
DISMINUCION DE DEFECTOS ENVEJECIMIENTO
LA DISPONIBILIDAD GENOMICOS
DE SUSTRATOS

TOXINAS AMBIENTALES
Y/O ENDOGENAS

EPILEPSIA FOSFORILACION
OXIDATIVA INCREMENTO DEL
INADECUADA CONTENIDO
DE METALES
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DE RADICALES
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EN EL CEREBRO

—
REDUCCION DE LA ACTIVACION Y
ACTIVIDAD Nat/K* PROLIFERACION
DE ASTROCITOS Y
LIBERACION DE MICROGLIA
GLUTAMICO Y
ACTIVACION DE
CANALES NMDA Y
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APOPTOSIS MUERTE CELULAR
(FRAGMENTACION DEL ADN) NECROTICA

Figura.3.2. Cascada de acontecimientos que participan en los procesos degenerativos del SNC
(tomado de Lees, 1993).
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3.6. LAS AMINOPEPTIDASAS EN LOS PROCESOS NEURODEGENERATIVOS DEL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

Se conoce muy poco sobre el papel de los enzimas proteoliticos del tipo de
las AP en los procesos neurodegenerativos del SNC, a pesar de la importancia que
supone conocer tanto los procesos catabolicos de los neuropéptidos, debido a que su
mal funcionamiento puede ser responsable de muchos de los fendémenos que ocurren
en distintos tipos de procesos neurodegenerativos, como los procesos de degradacion
intracelular de proteinas. El grupo de Mantle y colaboradores ha sido el mas incidente
en este terreno. Asi, han llevado a cabo una investigacion sistematica sobre los
niveles de estos enzimas en distintas regiones corticales (occipital, frontal, temporal
y parietal) de cerebro humano de individuos controles y afectados de enfermedad de
Alzheimer, no encontrado variaciones significativas en las actividades estudiadas
(Mantle et al., 1989; Mantle y Perry, 1990). Por el contrario, si que han encontrado
incrementos significativos de los niveles de ciertas AP lisosomales como la ArgAP
y la catepsina D, en enfermos de Hungtington, sugiriendo un papel potencial para
estos enzimas en la patogénesis de la enfermedad (Mantle ez al., 1995). Por otro lado,
Kaneko y colaboradores han sugerido que la formacion de placas seniles, implicadas
en la neurodegeneracion propia de la enfermedad de Alzheimer, podria deberse a un
mecanismo que involucra a las proteasas cerebrales y que permitiria la incorrecta
degradacion de dichas placas (Kaneko et al., 1995).

El estudio de los procesos neurodegenerativos inducidos por iones metalicos
también ha demostrado el papel de las AP en el mantenimiento de un intercambio
proteico adecuado. Asi, la intoxicacion con diferentes iones metalicos mostré en
cerebro humano un claro efecto inhibidor del Cu®*, Cd*, Pb**, Mg*" o Zn*" sobre
alguno de estos enzimas, mientras que otros eran fuertemente activados. Se sugiere
ademas que el enzima pGIluAP es el mas firme candidato a promover la
neurodegeneracion inducida por intoxicacion con iones metalicos (Falkous ef al.,
1995).

La mayor parte de los estudios llevados a cabo sobre los procesos
neurodegenerativos del SNC en relacion con los sistemas neurotransmisores, se han
centrado, como se ha visto en este capitulo, en el estudio de los aminoacidos
excitadores. Puesto que los enzimas AspAP y GIuAP pueden modificar la
concentracion de acidos Asp y Glu, modificaciones en su actividad podrian estar
relacionada con la toxicidad inducida por estos neurotransmisores. Estudios llevados
a cabo por nuestro laboratorio y por otros autores en animales envejecidos como
modelo de degeneracion, han demostrado variaciones significativas de esta actividad
en la corteza frontal, parietal y occipital y menores en corteza temporal (Iribar et al.,
1995; Esteban et al., 1995). Se apoya, por tanto, la idea de que las AP son
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importantes para una correcta homeostasis del intercambio proteico cerebral y que
sus modificaciones pueden influir en la aparicion de neurodegeneracion.

Recientemente se ha puesto de manifiesto que la produccion excesiva de
proteina B-amiloide (figura 1.3.3.) podria deberse a la existencia de un mecanismo
que provoca la inhibicion de su degradacion. Ya se habia propuesto que la proteolisis
de la proteina B-amiloide por las AP podria limitar la velocidad del catabolismo de
esta proteina y que una cierta reduccion de la actividad AP seria la responsable de
este catabolismo y su deposicion, hablandose de una hipotesis por las AP en los
procesos neurodegenerativos inducidos por deposicion de 3-amiloide. Existen varias
observaciones clinicas y experimentales que
soportan esta hipdtesis, aunque queda por
evaluar la relevancia de estos desdrdenes
proteoliticos en los procesos
neurodegenerativos (Saido, 1998). De hecho,
nuevos estudios sobre enfermos de
Alzheimer llevados a cabo con un nimero de
casos mas elevado que los realizados
inicialmente por Mantle y colaboradores, y
teniendo en cuenta la influencia de la
acidosis hipoxica originada durante la
muerte, ha demostrado que existe un
incremento significativo de la actividad de
Figura 1.3.3. Estructura del -amiloide. AlaAP en estos enfermos (Terwel et al.,

1998).
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4. LA CORTEZA FRONTAL DE ROEDORES.

4.1. INTRODUCCION.

Esta bien demostrado que la corteza cerebral contiene un elevado niamero de
areas que funcionan a multiples niveles a la hora de procesar las sefales dentro de los
distintos sistemas sensoriales y motores. Mas aun, cada vez hay mas evidencias de
que las funciones superiores estan distribuidas por diferentes localizaciones, entre las
que esta la corteza. Por tanto, el papel funcional de una determinada region cortical
se debe tanto a la organizacidn interna de sus circuitos sinapticos como a las distintas
conexiones existentes con otras regiones corticales y subcorticales (Shepherd, 1994).

La corteza cerebral de mamiferos estd constituida por cuatro regiones
principales: occipital, parietal, temporal y frontal. Si bien es cierto que la mayoria de
las funciones corticales dependen de interacciones entre areas de las distintas
regiones. A continuacidén nos centramos en la descripcion de los conocimientos de
la region frontal.

4.2. ESTRUCTURA DE LA CORTEZA FRONTAL.

La corteza del polo frontal de roedores comprende varias regiones
citoarquitectonica y electrofisiologicamente diferentes. Dependiendo del autor y de
los criterios utilizados han recibido diferentes denominaciones.

Desde el punto de vista citoarquitectonico la corteza cerebral de mamiferos
se puede considerar dividida en dos grandes zonas: la isocorteza, que presenta las
tipicas 6 capas corticales bien diferenciadas, y la allocorteza, con una organizacion
laminar mas heterogénea y en la que pueden faltar algunas de las capas.
Evolutivamente las zonas de isocorteza corresponden al neocortex y las de
allocorteza corresponden por una parte al archicortex, que tiene asignadas funciones
limbicas, y por otra al paleocortex, que tiene asignadas funciones olfatorias.
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A diferencia de las regiones occipital y temporal, la corteza frontal es dificil
de definir y delimitar por los impulsos predominantes que recibe desde los diferentes
sistemas sensoriales. Esta caracteristica ha conducido a un profundo debate sobre las
equivalencias existentes para este area entre distintas especies (Uylings y Van
Eden,1990).

En mamiferos, el I6bulo frontal se ha dividido historicamente en dos regiones:
una region posterior que corresponderia al giro precentral de hominidos, que provoca
movimientos al estimularlo eléctricamente y fuertes déficits motores cuando se

extrae, y otra regién mas rostral que no provoca ninguno de los efectos anteriores
(Kolb,1984).

Esta fuerte division funcional, inicialmente delineada en primates, se
relaciona con la diferenciacion anatomica propuesta por Brodmann (1909) para esta
zona de la corteza. Dicho autor diferencié una zona rostral caracterizada por la
presencia de una gruesa capa granulosa [V y otra zona posterior que no mostraba esta
marcada capa granulosa. De esta forma, en primates, y desde el punto de vista
citoarquitectonico, se distinguen dos grandes areas para la corteza frontal, la corteza
granular que corresponde a la region rostral, y la corteza agranular correspondiente
a la zona posterior. La corteza granular también es denominada como prefrontal y
premotora para diferenciarla desde el punto de vista electrofisiologico de la corteza
agranular o motora.

No obstante, en especies evolutivamente inferiores a los primates, caso de
animales lisencéfalos como los roedores, la diferenciacién propuesta en estas dos
grandes zonas tiene el problema de que en la region rostral no aparece la tipica capa
granulosa IV. Este hecho ha conducido a definir esta regidon por sus conexiones, no
por su citoarquitectonia. Asi, diferentes estudios llevados a cabo con técnicas de
degeneracion retrograda, han permitido identificarla de manera equivalente en
diferentes especies de mamiferos, como el campo de proyecciones del MD (Rose y
Woolsey,1948; Leonard,1969). A pesar de que esta definicion ha sido ttil en los
ultimos 30 afios, recientemente se han propuesto otras denominaciones basadas en
el empleo de nuevas técnicas electrofisioldgicas y neuroanatomicas que permiten una
mejor correspondencia morfofuncional interespecifica (Uylings y Van Eden, 1990).

Otros estudios tratan de aunar informacién procedente de diferentes campos
de laneurobiologia tales como el citoarquitectonico, el electrofisiologico o aquel que
abarca el tema de las conexiones con otras zonas cerebrales. Tal es el caso de los
estudios llevados a cabo por Zilles y Wree (1985) mediante técnicas de
cuantificacion y analisis automatico de imagenes. Los autores proponen un mapa
completo de la corteza cerebral de rata (figura 1.4.1.) en el que la parte
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correspondiente a la corteza del polo frontal, objeto de nuestro estudio, aparece
dividida fundamentalmente en dos grandes areas: la corteza cingulada anterior, que
podria considerarse equivalente a la zona rostral, corteza prefrontal o premotora de
primates; y la region frontal que se corresponderia con la zona posterior o corteza
motora.

Medial

Dr S Rg

Prh

Te3

Figural.4.1. Mapa de Zilles y Wree (1985), en el que se pueden apreciar las diferentes
zonas citoarquitectonicas del cerebro de roedores.

4.2.1. Corteza Cingulada Anterior.

Este area se encuentra dividido en cuatro sectores denominados cingulado 1,
2y 3 (Cgl-3) einfralimbico (IL). Estas zonas, identificadas con la corteza prefrontal
de hominidos citoarquitectonicamente, no presentan la capa granulosa IV que
caracteriza este mismo area en los primates mas evolucionados. La identificacion de
la corteza prefrontal en roedores fue realizada por Leonard (1969) mediante estudios
de degeneracion retrograda. Como ya se ha indicado anteriormente, fue catalogada
como el campo de proyecciones del MD (Leonard, 1969).

En la tabla 1.4.1. se indican las equivalencias entre las nomenclaturas
empleadas por diferentes autores y los criterios de clasificacion empleados en cada
caso.
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Zilles y Krettek y Vogty . , , Zilles y
Wree'85 Price'77 Peters'81 Krieg'86 Leonard'67 Kolb'84 col'80
Citoarqui- Citoarqui- Citoarqui- Citoarqui- Conexiones Funcional Citoarquitec-
tectura tectura tectura tectura tura
Cgl Acd 24a Medial Cl
24 Campo de Frontal
ce Ac, 24b proyeccione o 2
s Conocimiento
del MD y memoria
Cg3 PL 32 C4
Tareas de
IL IL 25 Coordinacién C3

Tablal.4.1. Equivalencias entre las denominaciones mads comunes, asignadas a la corteza cingulada
anterior (corteza prefrontal) de roedores, segun diferentes criterios y autores.

La corteza cingulada es el mayor componente del sistema colinérgico, siendo
este hecho puesto de manifiesto mediante ensayos de la actividad colinesterasa
(Lewis y Shute,1967) y por técnicas de marcaje inmunocitoquimico para AChE
(Johnston et al.,1981) y colinacetiltransferasa (ChAT) (Houser et al.,1983).

Funcionalmente la ablacién de la zona conduce a un déficit en los procesos
de conocimiento, incluyendo demora en la realizacion de tareas y alteraciones del
comportamiento social y afectivo (Eichenbaun et al,1983). En animales se ha
comprobado que estas lesiones reducen la expresion de episodios de agitacion en
casos de frustracion. Se ha demostrado ademas que esta zona esta fuertemente
interconectada con la corteza parietal, desde donde recibe la informacion visual y
espacial (Goldman-Rakic, 1987). Ademas, esta relacionada con la llamada “memoria
de trabajo” y, extrapolando a humanos, es la zona afectada en los enfermos
esquizofrénicos (Goldman-Rakic, 1991).

4.2.2. Region Frontal.

En roedores esta region corresponde a una region isocortical, que desde el
punto de vista citoarquitectonico se encuentra dividida en tres areas diferentes
denominadas como frontal 1, 2 y 3 (Fr1-3). Estas estan rodeadas por un lado de la
corteza cingulada anterior, limitando al otro lado con la corteza insular agranular. La
delimitacion de Frl y Fr3 resulta mas reciente, ya que solo es posible llevarla a cabo
mediante medidas de densidad neuronal (Zilles y Wree,1985). El bajo indice de
densidad neuronal en capa IV de Frl y Fr2 parece ser una caracteristica de las areas
motoras agranulares en comparaciéon con las areas sensoriales primarias de la
isocorteza de roedores.
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Las conexiones de las areas isocorticales han sido estudiadas por un gran
numero de investigadores (Zilles y Wree, 1985), existiendo unanimidad en que se
trata de zonas que corresponden con la corteza motora. Mediante estudios de
microestimulacion y conectividad se ha determinado que Frl y Fr3 corresponden a
la corteza motora primaria de la rata, denominada también como M1 (Shepherd,-
1994).

Desde el punto de vista funcional una parte de Fr2 contiene la representacion
motora de los musculos de los ojos y parpados, el resto se encarga de la coordinacion
motora de la lengua, labios y mandibula. Finalmente, Frl y Fr3 coordinan miembros,
vibrisas, tronco y zona rinal (Hall y Lindholm, 1974). En la tabla 1.4.2. se representa
un cuadro indicativo de las denominaciones que han recibido estas zonas segun
diferentes criterios y autores.

Zilles y Krettek y . , Donowhue y Zilles y
Wree’85 Price'77 Krieg46 Kolbg3 Wise'82 col'80
Citoarquitectura | Citoarquitectura | Citoarquitectura Funcional Electrofisiologia | Citoarquitectura
Fr2 Prem 4 (Proy/ojos) Am An.terlor Prem, Pre3
Premotora medial
Frl 6, 8, 8a. Corteza motora Agl Frontal
PrcL (Prcl) M . Prcl, Prc2
Fr3 10, 11 primaria (M1) agranular

Tabla |.4.2. Nomenclatura asignada a las diferentes partes de la region frontal segiin distintos

criterios y autores.
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5. SINAPTOSOMAS.

5.1. INTRODUCCION.

La utilizacion in vitro de la totalidad del tejido nervioso para el estudio de los
mecanismos de sintesis, almacenamiento y liberacion de neurotransmisores es
limitada debido a la proporcion relativamente pequeia de terminales sinapticas (entre
un 5% en la corteza cerebral y un 30% en hipocampo) (Cragg, 1975). Esto crea un
problema de ambigiiedad en la identificacion de los compartimentos que estan
involucrados en estos fendmenos, ya que no puede eliminarse la participacion glial
y no sinaptica del resto de la neurona. En teoria este problema se podria resolver
aplicando agentes que modularan la liberacion sindptica sin influir en otros
compartimentos tisulares, pero en la practica los resultados son equivocos (Bradford,
1988). Estos problemas han sido eliminados en gran parte con la utilizacion de
sinaptosomas.

Los preparados de sinaptosomas son fracciones subcelulares de tejido
nervioso que comprenden, de forma intacta, gran parte de los terminales nerviosos
presinapticos, tras haber sido separadas sus membranas en el punto de unién con el
axon (figura 1.5.1.). Estos sinaptosomas, en las condiciones adecuadas, son
metabolicamente activos (Bradford, 1988).

A partir de homogeneizados cerebrales se pueden aislar fracciones de tejido
nervioso enriquecidas en sinaptosomas, utilizando técnicas de centrifugacion en
gradiente de sacarosa (De Robertis et al., 1962; Gray y Whittaker, 1962; Hajos, 1975;
Martinez-Martos et al., 2000). Estos preparados tisulares son ricos en componentes
moleculares y en estructuras morfologicas que participan en la transmision sinaptica,
lo que ha posibilitado recoger abundante informacion sobre los fendomenos
neuroquimicos de la terminal nerviosa presinaptica (Rodriguez y de Robertis, 1972;
Bradford, 1975; Jones, 1976; Whittaker, 1984; McMahon y Nicholls, 1991; Lentzner
et al., 1992; Fontana y Blaustein, 1993; Thomas et al., 1994).
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Figural.5.1. Modos de formacion de los sinaptosomas. Desde A a By a C se producen
estructuras desgarradas. Desde A a X se producen estructuras fenestradas cuyas
membranas se volveran a cerrar posteriormente (tomado de Bradford, 1988).

A finales de 1950 y principios de 1960, por primera vez, se identifican
morfologicamente los sinaptosomas como derivados de terminales nerviosas que
sobrevivian intactos (Gray y Whittaker, 1962). Desde entonces se sabe que estan
constituidos por vesiculas citoplasmaticas cerradas con un diametro de 1-2 um que
contienen todas las microestructuras y organulos celulares visibles en las sinapsis
intactas in situ. Cabe destacar que estas estructuras apenas sufren dafio durante su
preparacion (Bradford, 1988).

Cuando los sinaptosmas se incuban a 37°C forman estructuras redondeadas
capaces de llevar a cabo, de forma organizada e integrada, algunas de las principales
actividades de los terminales nerviosos de los que derivan (De Belleroche y Bradford,
1973; Bradford, 1975).

Las mitocondrias contenidas en los sinaptosomas son habitualmente
estructuras alargadas, similares a un cordel, y se aprecian facilmente en las imagenes
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de microscopia electronica de sinaptosomas tefiidos negativamente (Whittaker ez al.,
1964). Al utilizar una tincidn positiva se pueden ver diversos perfiles transversales
de lo que seria una mitocondria alargada. Ademas la tincidon negativa revela el
reticulo endoplasmatico tubular del sinaptosoma, que en el caso de cortes tefiidos
positivamente aparece como una matriz granular o series de vacuolas (Jones y
Bradford, 1971; Csillag y Hajos, 1980). Existe una pequeiia proporcion de
sinaptosomas que lleva unido un saco postsinaptico formado de la estructura
postsinaptica (dendrita, espina dendritica o cuerpo celular) mediante arrancamiento
(Csillag y Hajos, 1980). En sinaptosomas tefiidos positivamente pueden verse con
claridad las vesiculas sindpticas (Bradford, 1988).

Las vesiculas sinapticas se diferencian como estructuras huecas con una
membrana delimitante. Las densidades pre y postsinapticas son visibles si el plano
de seccion pasa a través de la hendidura sinaptica o engrosamiento sinaptico. En
algunas ocasiones los sinaptosomas incubados muestran grandes vacuolas que
probablemente reflejan una actividad pinocitica considerable (Jones y Bradford,
1971).

5.2. PROPIEDADESMETABOLICASDE LOS SINAPTOSOMAS.

Los sinaptosomas respiran activamente al incubarse en un medio de
composicidn i6nica similar a la del plasma o liquido cefalorraquideo, mas rico en
iones Na" que K" y con un suplemento de glucosa (5-10mM). La respiracion tiene
lugar a gran velocidad y esta acoplada a la formacion de ATP y fosfocreatina, con
elevados cocientes Fosforo:Oxigeno, y se mantiene a una velocidad constante durante
varias horas (Bradford, 1969; 1975; Rodriguez, 1972; Verity, 1972; Whittaker, 1984).
Este eficiente metabolismo energético significa que todos los componentes de la
secuencia glicolitica estan presentes, bien controlados y totalmente unidos a la
actividad del ciclo de Krebs y a la fosforilacion oxidativa. También demuestra que
los sinaptosomas son fracciones subcelulares capaces de mantener su viabilidad
durante largos periodos, y que al contario de como se pens6 al principio de su
utilizacion, no se deterioran con rapidez si se mantienen a 37°C (Whittaker, 1969).

Debido a que los preparados de sinaptosomas son capaces de extraer Na’ y
acumular K* contra gradiente de concentracion (Bradford, 1969; 1975; Csillag y
Hajos, 1980). Una gran proporcion del ATP y la fosfocreatina generada en el
metabolismo de la glucosa y de otros sustratos endogenos serian utilizados
probablemente para mantener los gradientes idnicos a través de las membranas de los
sinaptosomas. De hecho, existe una gran actividad ATPasa Na'/K™ en las
preparaciones sinaptosomicas (Hosie, 1965; Bradford et al., 1969; Diamond y
Fishman, 1973; Marchbanks y Campbell, 1976). El adenosin-difosfato (ADP) es el
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factor limitante de la fosforilacion oxidativa al actuar como marcapasos respiratorio
de los sinaptosomas, tal como ocurre en el SNC intacto (Bradford, 1988).

5.3. POTENCIALES DE MEMBRANA DE LOS SINAPTOSOMAS.

Enlaactualidad se admite que los sinaptosomas son estructuras cerradas cuyo
potencial de membrana es similar al de la terminal presinaptica de la neurona intacta.
Esta idea se basa en diversas observaciones; Asi, el 80% de los sinaptosomas son
impermeables a sustancias marcadoras extracelulares de gran tamafio, esto indica la
presencia de membranas plasmaticas intactas (Jones y Bradford, 1971; Fried y
Blaustein, 1978); La capacidad que tienen los sinaptosomas para dilatarse y
redondearse durante la incubacion y su tendencia a contraerse y expandirse en medios
de diferentes isotonicidades es también una prueba directa de la continuidad de su
membrana externa (Keen y White, 1970; Jones y Bradford, 1971; Fried y Blaustein,
1978); La salida activa de Na" y el acimulo de K" reflejado en su composicion idnica
tras la incubacion con glucosa también esta de acuerdo con el concepto de estructura
cerrada, al igual que sucede con su capacidad para retener los aminoacidos solubles
libres que generan con muchos cofactores y enzimas solubles (Bradford, 1969; 1975;
1988; Csillag y Hajos, 1980).

De este modo, dos de los principales requerimientos para la generacion de un
potencial de membrana, o sea una membrana intacta y una bomba de sodio activa,
parecen estar presentes en los sinaptosomas incubados (Blaustein, 1975; Blaustein
y Goldring, 1975).

Cuando los sinaptosomas son tratados con agentes causantes de
desplazamiento de los potenciales de membrana neuronal, se induce una serie de
respuestas bioquimicas caracteristicas de la despolarizacion de membrana. Tres de
estos agentes son: el estimulo eléctrico, elevadas concentraciones de potasio y
alcaloides del tipo de la veratridina, que producen un incremento de las proporciones
respiratorias y glucoliticas que se acompafian de entrada de Na', salida de K" y
liberacion de neurotransmisores dependientes de calcio (Bradford, 1970; 1988). En
gran medida los sinaptosomas conservan, por tanto, las propiedades eléctricas de la
membrana neuronal (Bradford, 1988).

5.4. PROPIEDADES DE LIBERACION DEL NEUROTRANSMISOR.

Los preparados de sinaptosomas tratados con agentes despolarizantes
muestran una respuesta metabdlica acompanada de liberacion de neurotransmisores.
Puesto que estos preparados sinaptosdmicos, de cualquier region cerebral, contienen
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terminales nerviosas de diversas neuronas que utilizan diferentes neurotransmisores,
se liberara un amplio rango de transmisores (McMahom y Nicholls, 1991).

Los fendbmenos que acompatfian a la liberacion de neurotransmisores, por parte
de los sinaptosomas, son similares a los que tienen lugar en los terminales nerviosos
in situ al responder a la invasion despolarizante de un potencial de accion. Junto con
las respuestas metabolicas descritas, existen fendmenos clave tales como la entrada
de calcio, la disminucién del nimero de vesiculas sinapticas y la resintesis de
neurotransmisores para restaurar los depdsitos intercelulares tras su liberacion al
medio de incubaciéon (De Belleroche y Bradford, 1972; Fried y Blaustein, 1976;
1978).

5.5. SINAPTOSOMASY CALCIO.

Aligual que las neuronas, los sinaptosomas mantienen una concentracion baja
de calcio intracelular (0.4uM) a pesar de la continua entrada de Ca’" durante la
actividad nerviosa. Este bajo nivel intracelular se consigue por el transporte de calcio
a las mitocondrias y al reticulo endoplasmatico intrasinaptosémico, asi como por la
salida a través de la membrana plasmatica sinaptosémica. Este proceso de salida
utiliza el intercambiador Na"/Ca?" y la ATPasa calcio-dependiente (Schellenberg et
al., 1983).

El acamulo de calcio en las mitocondrias y reticulo endoplasmatico de los
sinaptosomas explica su eliminacion a partir del citosol; otros organulos, como las
vesiculas sinapticas, son relativamente inactivos a este efecto (Carvalho, 1983).
Aunque los orgénulos no mitocondriales muestran alta afinidad para el calcio, con
un captacion semisaturada de aproximadamente 0.35uM de calcio, pueden almacenar
solamente cantidades relativamente pequefias de calcio. En contraste, las
mitocondrias que poseen una afinidad mas baja con respecto al calcio (la captacion
es semisaturada a 10-100uM de calcio) poseen una capacidad de almacenamiento
mayor que los organulos no mitocondriales (Bradford, 1988).

Se ha estudiado la distribucion del calcio que entra en los sinaptosomas tras
la despolarizacion, y a pesar de la mayor capacidad de almacenamiento de calcio de
las mitocondrias, aproximadamente el 50% del calcio que entra en los terminales
nerviosos se almacena en depositos no mitocondriales y so6lo un 20% aparece en
mitocondrias. Esto sugiere que en el cerebro intacto, el transporte a organulos no
mitocondriales (fundamentalmente reticulo endoplasmatico) es de importancia
critica para el amortiguamiento de la concentracion de calcio en el citoplasma del
terminal nervioso en plazos de tiempo muy cortos (Blaustein et al., 1980; Lentzner
et al., 1992; Tareilus y Breer, 1992).
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El alcohol etilico es la sustancia psicoactiva mas utilizada en el mundo
después de la cafeina. Su consumo excesivo o cronico, ademas de provocar un efecto
depresor sobre diversos centros nerviosos inhibidores, estd asociado a numerosos
procesos degenerativos e inflamatorios en el SNC. En este sentido, parece ser que los
procesos neurodegenerativos que ocurren en el SNC estan causados por varios
mecanismos. Por un lado, pueden ocurrir deficiencias energéticas, a las que el SNC
es especialmente vulnerable debido al alto metabolismo que desarrollan las neuronas
y a su baja capacidad de almacenamiento de sustratos ricos en energia. Por tanto,
fallos en la capacidad de las neuronas para mantener los niveles normales de energia
o la simple necesidad de responder rapidamente a un mayor requerimiento de la
misma, pueden disminuir la viabilidad neuronal. También, la hiperactividad de los
neurotransmisores acidicos (Glu y Asp) conduce a que estas sustancias actuen como
potentes toxinas endogenas, originando degeneracion y muerte neuronal. Por ultimo,
la participacion de los radicales libres originados como consecuencia del
metabolismo (estrés oxidativo) es causa de gran importancia en los procesos
neurodegenerativos, ya que provocan entre otros fendmenos, la peroxidacion de los
lipidos de las membranas celulares, alterando su estructura y provocando la muerte
celular. Este conjunto de mecanismos no son excluyentes, sino que parecen compartir
un proceso ultimo, responsable del desarrollo de los procesos de degeneracion
neuronal, y que es el aumento excesivo de los niveles de calcio libre citosolico.

En cualquier caso, y aparte de estos efectos degenerativos, la diversidad de
efectos bioquimicos y del comportamiento inducidos por el alcohol, sugieren que este
actua a distintos niveles del SNC. Aunque muchos estudios se han centrado en la
capacidad del alcohol para modificar de forma inespecifica la fluidez de las
membranas y alterar la funcion de las proteinas que se insertan en ellas, existe un
interés emergente en conocer el papel de las rutas neuroquimicas y los sistemas
neurotransmisores/neuromoduladores implicados en esta adiccidon, ya que no se
conoce bien como actua el alcohol a nivel del SNC, ni la naturaleza exacta del
alcoholismo como proceso patoldgico.

Las AP son enzimas que hidrolizan uniones peptidicas cercanas al terminal
amino de péptidos y polipéptidos y son consideradas como una de las principales vias
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de inactivacion de los neuropéptidos y de la formacion de péptidos activos mediante
la hidrolisis de sus precursores. Las variaciones en las distintas actividades AP son
importantes porque reflejan el estado funcional de sus correspondientes sustratos,
pertenecientes a diversos sistemas neurotransmisores/neuromoduladores.

Asi, la AlaAP y LeuAP junto con la TyrAP, pueden hidrolizar bradicininas,
encefalinas y pueden tener incluso actividad angiotensinasa. La ArgAP hidroliza
especificamente residuos basicos N-terminales de péptidos y derivados arilamidas,
y gracias a su actividad exopeptidasa, se ha implicado en el metabolismo de la Met-
encefalina y la Ang III. Su actividad endopeptidasa esta implicada en el metabolismo
de la neurotensina. La CysAP hidroliza oxitocina y vasopresina. La AspAP y GluAP
tienen como sustratos fisiologicos la Ang II, molécula encargada del mantenimiento
de la presion sanguinea a nivel cerebral, gracias a la existencia de SRA cerebrales que
regulan la presion sanguinea cerebral a través del balance de liquidos y electrolitos.
Puesto que las actividades AspAP y GIuAP tienen una rdpida accion sobre los
residuos de Asp y Glu N-terminal de los péptidos, su funcion puede, ademas,
modificar el conjunto de aminoacidos libres a través de la liberacion de estos
aminoacidos N-terminales, y tanto el Glu como el Asp, son, como deciamos,
particularmente activos en el SNC. Por tanto, cambios en la actividades AspAP y/o
GluAP pueden contribuir ademas, a que se modifique de alguna manera el recambio
de los aminoacidos excitadores, cuya hiperactividad llevaria a que actuaran como
potentes toxinas endogenas inductoras de degeneracion y muerte neuronal.
Finalmente, la pGluAP es una omega-peptidasa involucrada en la regulacion de
distintos sustratos endogenos, en especial, la TRH.

En base a estos datos, en la presente Tesis Doctoral se ha planteado estudiar
que capacidad tiene el alcohol etilico de producir neurodegeneracion, analizando su
capacidad de modificar los niveles normales de obtencion de energia a nivel
mitocondrial, o de provocar estrés oxidativo, analizando la produccion de radicales
libres generados durante el metabolismo normal, el grado de peroxidacion lipidica
y la formacion de grupos carbonilo por oxidacion de las proteinas celulares. Ademas,
se plantea el estudio de la capacidad del alcohol etilico de modificar la actividad de
los enzimas proteoliticos del tipo de las AP, encargadas de la inactivacion de diversos
neuropéptidos, como los péptidos opiaceos, oxitocina, vasopresina, TRH o los
péptidos del SRA cerebral, y valorar la participacion de estos sistemas
neurotransmisores/neuromoduladores en los efectos inducidos por el alcohol. De este
modo se puede comprobar ademas la existencia o no de correlaciones entre las
actividades AP y los procesos degenerativos inducidos por el etanol, para valorar el
papel de estos enzimas en los procesos neurodegenerativos inducidos por alcohol
etilico. Por ultimo, se pretende analizar el papel que tiene el i6n calcio en el
desarrollo de estos procesos.
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Para ello, se han llevado a cabo los siguientes experimentos:

Estudio del efecto del etanol, bien afiadido in vitro, bien administrado in vivo,
sobre la actividad mitocondrial de sinaptosomas en condiciones basales o tras
despolarizacion con altas concentraciones de K*, en un medio de incubacion
con calcio o libre de calcio.

Estudio del efecto del etanol, bien afiadido in vitro, bien administrado in vivo,
sobre la produccion de radicales libres en sinaptosomas, en condiciones
basales o tras despolarizacion con altas concentraciones de K, en un medio
de incubacidn con calcio o libre de calcio.

Estudio del efecto del etanol, bien afiadido in vitro, bien administrado in vivo,
sobre el nivel de peroxidacion lipidica en sinaptosomas, en condiciones
basales o tras despolarizacion con altas concentraciones de K', en un medio
de incubacidn con calcio o libre de calcio.

Estudio del efecto del etanol, bien afiadido in vitro, bien administrado in vivo,
sobre el nivel de oxidacidon de proteinas de sinaptosomas en condiciones
basales o tras despolarizacion con altas concentraciones de K, en un medio
de incubacidn con calcio o libre de calcio.

Estudio del efecto del etanol, bien afiadido in vitro, bien administrado in vivo,
sobre la actividad especifica de un amplio espectro de actividades AP
(AlaAP, ArgAP, CysAP, AspAP, GIuAP, pGluAP, LeuAP y TyrAP) en
sinaptosomas y en su medio de incubacion, en condiciones basales o tras
despolarizacion con altas concentraciones de K, en un medio de incubacion
con calcio o libre de calcio.
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MATERIAL Y METODOS

1. ANIMALES.

En los experimentos realizados en este estudio se han utilizado 296 ratones

macho de la variedad Balb/C, con un peso medio de 27.5+5.5 g.

Los animales han sido proporcionados por el Estabulario de los Servicios

Técnicos de la Universidad de Jaén y estuvieron acondicionados con un fotoperiodo
dia/noche de 12 horas, bajo condiciones constantes de temperatura (20-25°C).

1.1. EsTuDIO IN VITRO.

En el estudio in vitro los animales disponen de comida y bebida ad libitum.

Tras obtener la fraccion sinaptosomal (ver mas adelante), se han llevado a cabo los
siguientes protocolos experimentales:

Incubacion de los sinaptosomas en un medio de incubacidon con calcio
(condiciones basales), en presencia de etanol 25 mM, 50 mM y 100 mM.
Incubacion de los sinaptosomas en un medio de incubacion libre de calcio
(condiciones basales), en presencia de etanol 25 mM, 50 mM y 100 mM.
Incubacion de los sinaptosomas en un medio de incubacidon con calcio
afiadido de K* 25 mM (condiciones despolarizantes).

Incubacion de los sinaptosomas en un medio de incubacion libre de calcio
afiadido de K* 25 mM (condiciones despolarizantes).

Incubacion de los sinaptosomas en un medio de incubacidon con calcio
afiadido de K* 25 mM en presencia de etanol 25 mM, 50 mM y 100 mM.
Incubacion de los sinaptosomas en un medio de incubacion libre de calcio
afiadido de K* 25 mM en presencia de etanol 25 mM, 50 mM y 100 mM.

Estas incubaciones se llevan a cabo en un bafio termostatizado a 37°C durante

15 minutos. Tras este tiempo, los sinaptosomas se centrifugan en una microfuga
(ALC 4214) a 14.000 rpm durante 3 minutos, para eliminar del medio de incubacion
el K" 25 mM y/o las distintas concentraciones de etanol utilizadas. Tras centrifugar,
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los sinaptosomas se resuspenden de nuevo en el medio de incubacidon adecuado (con
calcio o libre de calcio), que se mantuvo a 37°C. Los sinaptosomas asi obtenidos se
utilizan para determinar la actividad mitocondrial, la produccion de radicales libres,
el nivel de peroxidacion lipidica, el nivel de oxidacion de proteinas y las distintas
actividades AP. También se determinan las actividades AP en los diferentes medios
de incubacion en los que se mantuvieron los sinaptosomas durante los protocolos
experimentales descritos anteriormente.

1.2. ESTuDIO IN VIVO.

En el caso del estudio in vivo, los animales se han dividido en dos grupos. A
uno de ellos se les ha administrado etanol como dieta liquida preparada anadiendo
al agua de bebida etanol hasta un 15%, tras cuatro dias de adaptacion progresiva (3,
6, 9y 12% de etanol). Este porcentaje, del 15%, se mantuvo durante 30 dias. Los
animales disponen de bebida y comida ad libitum.

Tras la obtencion de sinaptosomas de los animales controles y de los tratados
con etanol, se llevaron a cabo los siguientes protocolos experimentales:

. Incubacion de los sinaptosomas en un medio de incubacidon con calcio
(condiciones basales) y con calcio afiadido de K™ 25 mM (condiciones
despolarizantes).

. Incubacion de los sinaptosomas en un medio de incubacion libre de calcio
(condiciones basales) y libre de calcio afiadido de K™ 25 mM (condiciones
despolarizantes).

Estas incubaciones se llevan a cabo en un bafio termostatizado a 37°C durante
15 minutos. Tras este tiempo, los sinaptosomas se centrifugan en microfuga a 14.000
rpm durante 3 minutos, para eliminar del medio de incubacion el K™ 25 mM. Tras
centrifugar, los sinaptosomas se resuspenden de nuevo en el medio de incubacion
adecuado (con calcio o libre de calcio), que se mantuvo a 37°C. Los sinaptosomas asi
obtenidos se utilizan para determinar la actividad mitocondrial, la produccion de
radicales libres, el nivel de peroxidacion lipidica, el nivel de oxidacioén de proteinas
y las distintas actividades AP. También se determinan las actividades AP en los
diferentes medios de incubacion en los que se mantuvieron los sinaptosomas durante
los protocolos experimentales descritos anteriormente.
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2. OBTENCION DE SINAPTOSOMAS.

La fraccion de sinaptosomas utilizada en los diferentes experimentos
realizados en el presente estudio se ha obtenido de acuerdo al siguiente protocolo
(Martinez-Martos et al., 2000):

Tras la muerte del animal por decapitacion, se extrae el cerebro. Con ayuda
de un bisturi, se secciona la parte correspondiente a la corteza cerebral del polo
frontal. El tejido obtenido, que se mantiene a 4°C durante todo el proceso, se pesa
(balanza electronica Scaltec SBC 21) y se homogeniza en sacarosa 0.32 M
mantenida a4°C (relacion peso de tejido-volumen de sacarosa: 30 mg/ml), utilizando
un homogenizador de émbolo de teflon (Heidolph RZR-1), mediante 10 golpes de
émbolo.

El homogenado asi obtenido se centrifuga a 2.000 g durante 12 minutos
(centrifuga de mesa con rotor angular P-Selecta) para eliminar de la muestra los
restos de tejido y sangre.

Tras centrifugar, se recoge el sobrenadante y se vuelve a centrifugar a 30.000
g durante 27 minutos a 4°C (ultracentrifuga Beckman L7-55). Se elimina el
sobrenadante y el precipitado se resuspende en 1.5 ml de sacarosa 0.32 M. Este
volumen se afiade sobre un gradiente de densidad previamente preparado con 1.5 ml
de sacarosa 1.4 M/1.5 ml de sacarosa 0.8 M. El gradiente asi formado se centrifuga
a 30.000 g durante 30 minutos a 4°C.

Tras centrifugar, se elimina el sobrenadante y se recoge el precipitado que
aparece en el centro del gradiente de densidad. El precipitado obtenido,
correspondiente a la fraccion sinaptosomal, se resuspende en un medio de incubacién
adecuado, dependiendo del protocolo experimental seguido, ajustando el volumen
para obtener una concentracion final de proteina en la muestra de 0.1 mg/ml.
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Para verificar la calidad de la fraccion de sinaptosomas obtenida, se ha
llevado a cabo una preparacion para microscopia electronica mediante técnicas
estandar (figura 111.2.1.).

Figura 1I1.2.1. Microfotografia de microscopio electronico que muestra los
sinaptosomas obtenidos de la corteza frontal. Obsérvese la presencia de vesiculas
sinapticas (VS), mitocondrias (M), engrosamientos sindapticos (ES). Fijacion con
tetroxido de osmio, tincion con acetato de uranilo y citrato de plomo.
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3. DETERMINACIONES.

3.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ETANOL EN SUERO.

En el estudioin vivo, alos animales alos que han tomado etanol como dieta
liquida, se les ha determinado la cantidad de etanol en suero. El método de
determinaci én deetanol utilizado correspondeaSigma(procedimiento 332-UV), que
a su vez es una modificacion del método descrito por Bucher y Redetzki (1951),
basado en que el enzimaADH catalizalaoxidacion del etanol haciaacetal dehido con
la reduccion simultanea de NAD hacia NADH,. El incremento producido en la
absorbancia a 340 nm es directamente proporcional ala concentracion de etanol en
la muestra, suero en este caso. Este método es capaz de medir mg de alcohol por dl
de suero.

El procedimiento llevado a cabo es el siguiente: tras obtener la muestra de
sangre del ratén, se centrifuga a 10.000 rpm durante 10 minutos. A cadavial, que
contiene 1.8 pmoles de NADH, 150 unidades de ADH (levadura) y tampdn salino,
sele afiade 3 ml de tampdn glicina (0.5mol/litro) apH 9. Tras agitarse suavemente,
al blanco se le afiade 0.01 ml de aguamilli-Q y a resto 0.01 ml de suero. Se vuelve
aagitar suavementey tras 10 minutos atemperaturaambiente se mide laabsorbancia
a 340 nm. La cantidad de etanol en suero viene expresada por la siguiente férmula:

Alcohol (mg/dl) = Abs,,,- 223

El coeficiente 223 viene definido por |os siguientes parametros: volumen total dela
reaccion (3.01), peso molecular del etanol (46), conversion de ml a dl (100),
coeficiente de absorcion mM de NADH a340 nm (6.22), volumen de muestra (0.01),
volumen total de reaccién (1) y conversion de ml al (100).

293" 3.01 § 46 § 100
6.22 1001 ¢ 16 100
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3.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD MITOCONDRIAL.

Ladeterminacion delaactividad mitocondrial en sinaptosomas, sehallevado
acabo utilizando la sal tetrazélica denominada bromuro de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-
il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT). Este compuesto es hidrolizado por € enzima
mitocondria succinato-dehidrogenasa, originando un compuesto azul oscuro que
puede ser cuantificado espectrofotométricamente (Mosmann, 1983), y que es un
indice del comportamiento bioenergético de la fraccion sinaptosomal utilizada
(Martinez-Martos et al., 2000).

El procedimiento seguido fue e siguiente: obtenidos los sinaptosomas se
incuban posteriormente en los diferentes medios de incubacion, en funcion del
protocolo seguido (ver apartados 1 y 2), y tras la ultima centrifugacion se
resuspenden en medio deincubacién con calcio o libre de cal cio, segun corresponda,
gue contiene MTT 1 mM. De estas muestras se ponen por triplicado 20 pl en placas
de 96 pocillos. Tras incubar durante 30 minutos a 37°C en bafio termostatizado, se
para la reaccion afadiendo 100 ul de isopropanol acido. Se agita enérgicamente y
finalmente se mide en un lector de microplacas (Whittaker 2001) a unalongitud de
onda de 550 nm con referencia a una longitud de onda de 620 nm. Los valores
obtenidos se expresan en unidades de densidad Optica.

3.3. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE RADICALESL IBRES.

La determinacion de la produccion de radicales libres se ha llevado a cabo
mediante un método quimioluminiscente previamente descrito por Kiclkkaya y
colaboradores(1996), en el cud seutilizan | os potenciadores de quimioluminiscencia
5-N-2,3-dihidro-1,4-oftalazinediona (Luminol) o nitrato de bis-N-metilacridina
(Lucigenina), paraaumentar lasefial quimioluminiscente producidapor laformacion
deradicaleslibres.

Para ello, tras la obtencion de la fraccion de sinaptosomas (ver apartado 2),
el precipitado se resuspende en un medio de incubacion con calcio o libre de calcio
ahadido de etanol 25, 50 0 100 mM, K* 25 mM o K* 25 mM més etanol 25, 50 0 100
mM, en funcion del protocol o seguido (ver apartados 1y 2) y que contiene Luminol
o Lucigenina 0.2 mM. Seguidamente, las muestras se miden en un lumindmetro
(Beckman LS 18101), utilizando un tiempo de muestreo de 0.1 minuto y un tiempo
entre medidas sucesivas de 0.5 minutos. Los blancos de la prueba contienen
Unicamente el correspondiente medio de incubacion. Los resultados obtenidos se
expresan en cuentas por minuto (cpm).

Pagina 120



MATERIAL Y METODOS

3.4. DETERMINACION DEL NIVEL DE PEROXIDACION LIPIDICA.

La determinacion del nivel de peroxidacion lipidica se ha llevado a cabo
analizando € contenido en sustancias que reaccionan con el acido tiobarbitdrico
(TBARS), siguiendo el método de Haklar y colaboradores (1995), modificado por
Kucikkayay colaboradores (1996).

Para ello, a 750 pl de la suspension de sinaptosomas obtenida de los
diferentes protocolos experimentales (ver apartados 1 y 2), se le aflade el mismo
volumen de &cido tricloroacético (TCA) a 20%, mantenido a4°C. Tras centrifugar
a 14.000 rpm durante 15 minutos en microfuga, se recoge el sobrenadante y se le
anade el mismo volumen de &cido tiobarbitirico (4,6-dihidroxipirimidina-2--SH)
(TBA) a 0.67%. La mezcla se hierve durante 15 minutos y tras dgjar enfriar a
temperaturaambiente, se mide a532 nm delongitud de onda. Como blanco se utiliza
unvolumen apartesigualesde TCA:TBA. L osresultados obtenidos se corresponden
a equivalentes de malondialdehido (MDA) utilizando un coeficiente de extincion
molar de 1.56 § 10° M* cm™.

3.5. DETERMINACION DEL NIVEL DE OXIDACION DE PROTEINAS.

La determinacion del nivel de oxidacion de proteinas se ha llevado a cabo
analizando el contenido en grupos carbonilosy dieno-conjugados aparecidos en las
muestras, siguiendo el protocolo de Leviney colaboradores (1990), modificado por
Kugikkayay colaboradores (1996).

Para €llo, a 750 pl de la suspension de sinaptosomas obtenida tras los
distintos protocol os experimentales (ver apartado 1y 2) seleafiaden 750 pl de TCA
al 20% mantenido a4°C. Se centrifuga a 3500 rpm durante 8 minutosy se elimina
el sobrenadante. El precipitado obtenido se resuspende en 500 pl de 2,4-DNP 10 mM
(2,4-dinitrofenilhidrazina) en HCI 2M. Esta solucion se mantiene durante una hora
atemperatura ambiente en oscuridad, agitando cada 10-15 minutos. A continuacion
se afladen 200 pul de TCA a 20% y se mantiene durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Seguidamente se centrifugaa14.000 rpm durantetresminutosy sedesecha
el sobrenadante. El precipitado obtenido se resuspende en 200 pul deNaOH 1 M y se
incuba a 37°C durante 15 minutos. Tras este tiempo, se centrifuga a 14.000 rpm en
microfugadurante 5 minutosy semide el sobrenadante aunalongitud de ondade 360
nm. Los resultados obtenidos se corresponden a nm/mg de proteina, usando un
coeficiente de extincién molar de 22 mol™ cm ™.
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3.6. DETERMINACION DE LASACTIVIDADES AMINOPEPTIDASAS.

La actividad AP ha sido determinada tanto en sinaptosomas como en su
correspondiente medio de incubacién, en funcién de los diferentes protocolos
seguidos (ver apartado 1), frente a los sustratos:

L-Ala-B-naftilamida (AlaNNap) L-Arg-B-naftilamida (ArgNNap)
L-Cys-B-naftilamida (CysNNap) L-Asp-B-naftilamida (AspNNap)
L-0-Glu-B-naftilamida (GluNNap) L-pGlu-B-naftilamida (pGluNNap)
L-Leu-B-naftilamida (LeuNNap) L-Tyr-B-naftilamida (TyrNNap)

Estos sustratos han sido preparados a concentracion 100 uM en un medio de
incubacion con calcio o libre de calcio, segun el protocolo experimental
correspondiente.

La determinacion de las distintas actividades AP se ha llevado a cabo
siguiendo los métodos de Greenberg (1962), Schawe y McDonald (1977), Schnebli
(1979) y McDonald y Barrett (1986) con algunas modificaciones:

En placas de 96 pocillos (Costar) se ponen 20 pl de muestra (suspension de
sinaptosomas o medio de incubacidn) y se anaden 50 ul de la solucion de sustrato
conteniendo AlaNNap, ArgNNap, CysNNap, AspNNap, GluNNap, pGluNNap,
LeuNNap o TyrNNap 100 uM. Tras incubar durante 30 minutos a 37°C en bafo
termostatizado, se paran las reacciones afiadiendo a cada pocillo 50 pl de sal Fast
Garnet GBC en tampoén acetato 0.1 M pH 4.2. La B-naftilamina liberada como
resultado de la actividad enzimatica se acopla a la sal originando un compuesto rojizo
que puede ser determinado espectrofotométricamente a una longitud de onda de 550
nm (figura ll1.3.1.).

Arilamidasa

B-Naftilamina

Aminoacil-B-Naftilamida Aminoacido

Sal Fast Garnet

Figuralll.3.1. Reaccion desarrollada para la determinacién de las actividades AP.
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Las actividades enzimaticas especificas de AlaAP, ArgAP, CysAP, AspAP,
GluAP, pGIluAP, LeuAP y TyrAP se expresan en nmoles del correspondiete sustrato
hidrolizado por minuto y por mg de proteina, utilizando una curva estandar de -
naftilamina.

3.6.1. Recta de Calibrado de 3-Naftilamina.

La recta de calibrado de B-naftilamina se ha realizado disponiendo en los
pocillos cantidades conocidas de este compuesto, a las que se afiaden 50 pl de las
soluciones de sustrato conteniendo AlaNNap, ArgNNap, CysNNap, AspNNap,
GluNNap, pGluNNap, LeuNNap o TyrNNap.

Tras incubar durante 30 minutos a 37°C, se afiaden 50 pul de sal Fast Garnet
GBC en tampodn acetato 0.1 M, pH 4.2. La B-naftilamina se acopla a la sal, pudiendo
ser determinado espectrofotométricamente el compuesto originado a una longitud de
onda de 550 nm. Cada muestra se mide por triplicado. Los valores de absorbancia
obtenidos con las muestras experimentales se extrapolan en estas rectas de calibrado
para conocer la cantidad de B-naftilamina liberada como resultado de la
correspondiente actividad enzimatica (figura 111.3.2.).
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Rectas de Calibrado
Alanina-B-Naftilamida Arginina-B-Naftilamida Clstina-8-Naftilamida
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Figurall1.3.2. Rectas de calibrado obtenidas para la [3-naftilamina, en funcion del
sustrato utilizado.
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3.7. DETERMINACION DE PROTEINAS.

El método de determinacion proteica utilizado en este estudio se corresponde
con el descrito por Bradford en 1976, basado en la afinidad que tienen el colorante
Coomasie azul brillante G por las proteinas. La unién del colorante a las proteinas
produce un cambio en la longitud de onda de méaxima absorcion del colorante desde
465 nm a 595 nm. Es precisamente este incremento de absorcion el parametro
medido, puesto que resulta directamente proporcional a la concentracion de proteinas,
siempre que haya exceso de colorante. El método es capaz de medir ug de proteinas,
por lo que se considera ideal para los experimentos realizados.

En el presente estudio se ha utilizado tanto el método original de Bradford,
como un micrométodo modificado para la determinacion de proteinas utilizando los
pocillos de placas de microtiter. En el primer caso, a 25 pl de muestra se afiaden 2
ml de la solucion de trabajo de Bradford (ver preparacion de reactivos). Para el
micrométodo, a 2 pl de muestra se anaden 50 ul de agua destilada y 50 pl de la
solucion de Bradford sin diluir. En ambos casos, el blanco de la prueba consiste en
el correspondiente volumen de ésta solucidon en ausencia de muestra. Los valores de
absorbancia se han leido espectrofotdémetricamente a 595 nm (espectrofotometro
digital CE 393, Cecil Instruments o lector de microplacas) y posteriormente se
transforman en mg de proteinas por ml, utilizando una curva estandar (recta de
calibrado).

3.7.1. Recta de Calibrado de Albumina.

La recta de calibrado de albumina se obtiene tras medir por los mismos
procedimientos (método estandar o micrométodo) concentraciones crecientes de una
solucion de albtimina sérica bovina (1 mg/ml). Cada muestra se mide por triplicado
y estos valores de absorbancia se extrapolan en la recta de calibrado para obtener el
valor de proteina (figuralll.3.3.).
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Recta de Calibrado

Proteinas

1/

Figuralll.3.3. Rectas de calibrado obtenidas parala albimina paralos dos métodos
descritos.
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4. ANALISISESTADISTICO.

Para estudiar el efecto producido por el etanol (administrado in vitro o in
Vivo) sobre los niveles basales o estimulados con K™ 25 mM en presencia o ausencia
de calcio en el medio, de los diferentes parametros estudiados, se ha utilizado un
analisis de la varianza de dos vias (ANOVA 1I), seguido del test de rango multiple
de Newman-Keuls. Valores de P<0.05 se consideran estadisticamente significativos.

Los datos han sido analizados mediante el paquete estadistico Statgraphics
version 7.0. Con este objetivo, los datos correspondientes a los parametros estudiados
se han organizado en archivos adecuados al tratamiento estadistico en una base de
datos Lotus e importados desde Statgraphics para su procesamiento.
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5. PREPARACION DE REACTIVOS.

5.1. SOLUCIONESDE ALCOHOL ETiLICO.

Para preparar 200 ml de etanol al 15% en agua, se pesan 31.25 g de etanol
96% (Merck) y se afora hasta 200 ml con agua corriente. Para preparar el mismo
volumen de soluciones a 3, 6, 9y 12% se pesan respectivamente 6.25, 12.5, 18.75
y 25 g de etanol y se afora hasta 200 ml con agua corriente.

5.2. SOLUCIONES DE SACAROSA.

Para preparar 100 ml de soluciones de sacarosa 1.4 M, 0.8 M y 0.32 M, se
pesan 47.92, 27.38 y 10.95 g de sacarosa respectivamente (Merck) y se afora hasta
100 ml con agua destilada.

5.3. MEDIO DE INCUBACION.

Parapreparar 100 ml de medio deincubacion se pesan 670 mg de NaCl, 40.26
mg de KCl, 18.29 mg de MgCl.i6H,0, 14.04 mg de NaH,PO,.2H,0, 26.46 mg de
CaCl,.2H,0, 180 mg de glucosa y 210 mg de NaHCO,; y se afora hasta dicho
volumen con agua destilada. El pH debe ser 7.2, y la composicion idnica que se
obtieneesde NaCl 116 mM, KCl 5.4 mM, MgCl, 0.9 mM, NaH,PO, 0.9 mM, CaCl,
1.8 mM, Glucosa 10 mM y NaHCO, 25 mM. Todos los compuestos quimicos
utilizados son de Merck.

5.4. MEDIO DE INCUBACION L1BRE DE CALCIO.

Para preparar 100 ml se preparadeigual formaque el anterior, pero en lugar
de utilizar CaCl, se afladen 38.04 mg de EGTA (Fluka), obteniendose una
concentracion final de 1 mM.
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5.5. SOLUCION DE MTT.
Se disuelven 10 mg de MTT (Sigma) en 10 ml de medio de incubacioén sin
glucosa. La solucién de trabajo se diluye diez veces con medio de incubacion.

5.6. SOLUCION DE LUMINOL.

Para preparar 10 ml de medio de incubacion con luminol 0.2 mM, se pesan
0.35 mg de luminol (Sigma) y se afora hasta dicho volumen con medio de
incubacion.

5.7. SOLUCION DE LUCIGENINA.

Para preparar 10 ml de medio de incubacion con lucigenina 0.2 mM, se pesan
1.02 mg de lucigenina (Sigma) y se afora hasta dicho volumen con medio de
incubacion.

5.8. SOLUCION DE ISOPROPANOL ACIDO.
Consiste en una mezcla de HCl (Merck)/Isopropanol (Merck) 1/250
volumen/volumen.

5.9. SOLUCION DE ACIDO TRICLOROACETICO.
Para preparar 100 ml de esta disolucion se pesan 20 g de TCA (Sigma) y se
afora hasta 100 ml con agua destilada.

5.10. SOLUCION DE ACIDO TIOBARBITURICO.
Se pesan 0.67 g de TBA (Sigma) y se llevan hasta un volumen de 100 ml con
agua destilada.

5.11. SOLUCION DE 2,4-DINITROFENILHIDRAZINA.
Se pesan 99.65 g de 2,4-DNP (Sigma) y se afora hasta 50 ml con agua
destilada.

5.12. PREPARACION DE SUSTRATOS.

Se pesan 0.214 mg de AlaNNap, 0.335 mg de ArgNNap, 0.563 mg de
CysNNap, 0.258 mg de AspNNap, 0.272 mg de GluNNap, 0.254 mg de pGluNNap,
0.256 mg de LeuNNap y 0.306 mg de TyrNNap (Sigma) y se disuelven en 10 ml de
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medio de incubacion respectivamente. La solucion de Asp-R-naftilamida lleva
ademas 3.94 mg de MnCl, (Merck).

5.13. TAMPON ACETATO.
Solucion A: 11.55 ml de é&cido acético (Merck) (0.2 M) sellevan hasta 1000
ml con agua destilada.

Solucion B: 16.4 g de acetato sodico (Merck) (0.2 M) sellevan hasta 1000 ml
con agua destilada.

Para preparar un litro de tampon acetato 0.1 M apH 4.2 se mezclan 368 ml
de lasolucion A con 132 ml de la solucién B, completando € volumen de un litro
con agua destilada.

5.14. SOLUCION DE SAL FAST GARNET GBC.

Se pesan 100 mg de sal Fast Garnet GBC (Sigma) y se disuelven en 45 ml de
tampon acetato, se filtra en papel y a continuacion se afiaden 5 ml de Tween 20
(polioxietileno-sorbitan monolaurato) (Sigma).

5.15. SOLUCION DE 3-NAFTILAMINA.

Se pesa 1 mg de R-naftilamina (Sigma) y se disuelve en 1 ml de dimetil
sulféxido (DM SO). Para preparar la solucion de trabajo, se toman 50 pl y se afora
hasta 1 ml con medio de incubacion.

5.16. SOLUCION DE BRADFORD.

Para preparar 200 ml de la solucion de Bradford, se disuelven 10 mg de
Coomasie azul brillante (Sigma) en 50 ml de etanol a 96% (Merck). A continuacion
se afladen 100 ml de &cido ortofosforico al 85% (Merck), completando el volumen
con agua destilada. Se filtra en papel. La solucion de trabajo se diluye cinco veces
con agua destilada.

5.17. SOLUCION DE ALBUMINA.
Se pesan 100 mg de albumina (Boheringer-Mannheim) y se disuelven en 100
ml de agua destilada. Sealicuotaen 1 ml y se mantiene a-20°C hasta su utilizacion.
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RESULTADOS

1. ESTUDIO IN VITRO.
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RESULTADOS

11. EFECTO DEL ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD MITOCONDRIAL DE
SINAPTOSOMASDE CORTEZA FRONTAL DE RATON, EN CONDICIONES BASALESY
DESPOLARIZANTES. INFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos del etanol, en presencia o ausencia de calcio en el
medio de incubacioén, sobre la actividad mitocondrial de sinaptosomas de corteza
frontal de raton en condiciones basales muestra los siguientes resultados (tabla
IV.1.1.): En presencia de calcio en el medio, € etanol produce un aumento dosis-
dependiente de esta actividad mitocondria (figuralV.1.1.). Asi, laconcentracion 25
mM deetanol provocaunincremento significativo (p<0.01) del 39.03% con respecto
al control, laconcentracion 50 mM produce un aumento de estaactividad del 53.57%
(p<0.01), mientras que etanol 100 MM provoca un incremento del 58.95% (p<0.01)
de la actividad mitocondrial. Por el contrario, en ausencia de calcio en el medio
(figura 1V.1.2)), e etanol, a ninguna de las concentraciones utilizadas, produce
modificacidn significativa alguna de los niveles de actividad mitocondrial.

El andlisis de los efectos del etanol y lainfluencia del calcio en el medio de
incubacion, sobre la actividad mitocondrial de sinaptosomas de corteza frontal de
raton, tras la estimulacién con K* 25 mM muestra |os siguientes resultados (tabla
IV.1.2.): En presenciade calcio en el medio, €l estimulo de |os sinaptosomas con K*
25 mM aumenta significativamente (p<0.01) esta actividad en un 22.48% (figura
IV.1.2.). Por €l contrario en ausencia de calcio en el medio, el estimulo con K* 25
mM no modificalaactividad mitocondrial conrespectoal control (figuralV.1.3.).La
incubacion simulténea, en un medio con calcio, de los sinaptosomas con K* 25 mM
y etanol produce un comportamiento diferencia de la actividad mitocondrial
dependiendo de la concentracion de etanol utilizada (tabla 1V.1.2., figura 1V.1.3.).
Asi, ante estas condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM y 50 mM
provoca un incremento significativo (p<0.01) de la actividad mitocondrial del
36.34% y 46.30% respectivamente, mientras que etanol 100 mM no produce
modificacién significativaa gunaconrespecto a valor control. En ausenciadecalcio
en el medio, laincubacién simultanea con K* 25 mM y etanol también produce un
comportamiento diferencial de la actividad mitocondrial dependiendo de la
concentracion de etanol utilizada (tabla 1V.1.2., figura 1V.1.4.). Asi, ante estas
condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM y 50 mM no provoca
modificacion significativa alguna de la actividad, mientras que etanol 100 mM
produce una inhibicién del 31.76% (p<0.01) de la actividad mitocondrial con
respecto a control.
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Sinaptosomas
Con Calcio Sin Calcio
Control 7.43+0.232 9.67+0.393
EtOH 25 mM 10.33+0.199 9.91+0.243
EtOH 50 mM 11.41+0.258 9.85+0.173
EtOH 100 mM 11.81+0.190 11.40+0.199

TablalV.1.1. Valoresbasalesdeactividad mitocondrial de sinaptosomasde corteza frontal deratén
en condiciones control y en presencia de etanol (EtOH) 25 mM, 50 mM y 100 mM en un medio de
incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan en unidades de densidad Optica
(MediatSEM; n=11).

Sinaptosomas
Con Calcio Sin Calcio

Control 7.43+0.232 9.67+0.393
K* 25 mM 9.10+0.190 11.24+0.272
K*25mM +

EtOH 25 mM 10.13+0.208 10.49+0.374
K*25mM +

EtOH 50 mM 10.87+.0.170 10.71+0.160
K*25mM +

EtOH 100 mM 7.43+0.759 6.66+0.888

Tabla 1V.1.2. Valores de actividad mitocondrial de sinaptosomas de corteza frontal de ratén en
condiciones basales (contral), tras estimulacion con K* 25 mM y tras estimulacion con K* 25 mM
en presencia de etanol (EtOH) 25 mM, 50 mM y 100 mM, en un medio deincubacion conosincalcio.
Los resultados se expresan en unidades de densidad ptica (MediatSEM; n=11).
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Actividad Mitocondrial
Sinaptosomas

Etanol

FiguralV.1.1. Representacién del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre los niveles basales de actividad mitocondrial de sinaptosomas de corteza frontal de ratén,
incubados en presencia de calcio en el medio deincubacion. Losresultados se expresan en unidades

de densidad Optica (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

Actividad Mitocondrial
Sinaptosomas

Etanol

FiguralV.1.2. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre los niveles basales de actividad mitocondrial de sinaptosomas de corteza frontal de ratén,
incubados en ausencia de calcio en el medio deincubacién. Los resultados se expresan en unidades
de densidad Optica (MediatSEM; n=11).
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Actividad Mitocondrial
Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.3. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrelos nivel es de actividad mitocondrial de sinaptosomas de corteza frontal de raton estimulados
con K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se
expresan en unidades de densidad éptica (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

Actividad Mitocondrial
Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

Figura|V.1.4. Representacién del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrelos nivel es de actividad mitocondrial de sinaptosomas de corteza frontal de raton estimulados
con K* 25 mM, incubados en ausencia de calcio en €l medio de incubacion. Los resultados se
expresan en unidades de densidad éptica (MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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RESULTADOS

1.2. EFECTO DEL ETANOL SOBRE LA PRODUCCION DE RADICALES LIBRES DE
SINAPTOSOMASDE CORTEZA FRONTAL DE RATON, EN CONDICIONES BASALESY
DESPOLARIZANTES. INFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos del etanol, en presencia o ausencia de calcio en el
medio de incubacién, sobre la produccién de radicales libres de sinaptosomas de
corteza frontal de raton en condiciones basales muestra los siguientes resultados
(tabla 1V.1.3.): Utilizando luminol como potenciador de la sefia de
quimioluminiscencia y en presencia de calcio en e medio, e etanol produce un
comportamiento diferencial de la formacion de radicales libres dependiendo de la
concentracion utilizada (figura I1V.1.5.). Asi, la concentracion 25 mM de etanol no
provoca modificacion significativa alguna con respecto a control, mientras que
etanol 50 mM y 100 mM produce un incremento significativo (p<0.05) de la
produccion de radicales libres del 19.37% y 19.04% respectivamente. Por €
contrario, en ausenciade calcio en e medio (figuralV.1.6.), € etanol, aningunade
las concentraciones utilizadas, provoca modificacion significativa alguna de los
niveles de formacion de radicales libres.

El andlisis de los efectos del etanol y lainfluenciadel calcio en el medio de
incubacion, sobre la produccion de radicales libres, tras la estimulacion de
singptosomas de corteza frontal de raton con K* 25 mM muestra los siguientes
resultados (tabla 1V.1.4.): El estimulo de los singptosomas con K* 25 mM no
produce, ni en presencia ni en ausencia de calcio en e medio de incubacion,
modificacién significativa alguna respecto alos valores control de laformacion de
radicaleslibres(figuraslV.1.7.y1V.1.8.). Laincubaci6n simultdneade sinaptosomas
con K" 25 mM y etanol, a cualquiera de las concentraciones de etanol utilizadas,
tampoco produce modificaciones significativas de laformacion de radicales libres,
ni en presencia ni en ausencia de calcio en e medio de incubacion (tabla 1V.1.4.,
figurasIV.1.7.y IV.1.8.).

Utilizando lucigenina como potenciador de la sefial de quimioluminiscencia
los resultados son los siguientes (tabla 1V.1.3.): Laincubacién de |os sinaptosomas
con etanol a cualquiera de las concentraciones utilizadas, no provoca modificacion
significativa algunade los valores control de la produccién de radicaleslibres, ni en
presencia ni en ausencia de calcio en e medio de incubacién (figuras 1V.1.9. y
1V.1.10.).

El andlisis de los efectos del etanol y lainfluencia del calcio en € medio de
incubacién, sobre la produccion de radicales libres, tras la estimulacion de
sinaptosomas de cortezafrontal deraton con K* 25 mM muestraque, ni en presencia
ni en ausencia de calcio en e medio de incubacion, se produce modificacion
significativa alguna con respecto alos valores control de laformacién de radicales
libres (tabla 1V.1.4., figuras IV.1.11. y IV.1.12)). La incubacién simultanea de
sinaptosomas con K* 25 mM y etanol, a cualquiera de las concentraciones de etanol
utilizadas, tampoco provoca modificaciones significativas en la formacién de
radicales libres ni en presencia ni en ausencia de calcio en el medio de incubacion
(tabla1V.1.4., figuras1V.1.11. y IV.1.12)).
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Sinaptosomas
Luminol Lucigenina
Con Calcio Sin Calcio Con Calcio Sin calcio
Control 100.00+0.00 | 100.00+0.00 | 100.00+0.00 | 100.00+0.00
EtOH 25 mM 105.19+8.40 | 122.55+11.7 | 118.05+4.56 | 105.04+9.28
EtOH 50 mM 119.37+4.63 | 117.85+9.68 | 115.41+5.46 | 113.13+10.8
EtOH 100 mM 119.04+6.87 | 121.26+10.1 | 106.45+5.14 | 107.73+10.7

TablalV.1.3. Valores basales de formacién de radicales libres de sinaptosomas de corteza frontal
de raton en condiciones control y en presencia de etanol (EtOH) 25 mM, 50 mM y 100 mM en un
medio de incubacion con o sin calcio y utilizando como potenciadores de la sefial de
guimioluminiscencia luminol y lucigenina. Los resultados se expresan en cpm en porcentaje con
respecto al control (MediaxSEM; n=11).

Sinaptosomas
Luminol Lucigenina

Con Calcio Sin Calcio Con Calcio Sin Calcio
Control 100.00+£0.00 | 100.00+0.00 | 100.00+0.00 | 100.00+0.00
K* 25 mM 95.39+6.65 | 104.46+11.6 | 116.94+4.66 | 104.30+11.6
K*25mM +
EtOH 25 mM 109.1+4.64 | 124.77+10.5 | 101.98+6.55 | 106.98+9.18
K*25mM +
EtOH 50 mM 113.96+£5.82 | 124.37+11.8 | 90.84+6.87 | 102.30+9.60
K*25mM +
EtOH 100 mM 115.45+5.32 | 123.41+10.7 | 100.86+7.22 | 116.24+9.03

TablalV.1.4. Valores de formacion de radicales libres de sinaptosomas de corteza frontal deraton
en condiciones basales, tras estimulacién con K 25 mM vy tras estimulacion con K* 25 mM en
presencia de etanol (EtOH) 25 mM, 50 mM y 100 mM, en un medio de incubacién con o sin calcio
y utilizando luminol y lucigenina como potenciadores de la sefial de quimioluminiscencia. Los
resultados se expresan en cpm en porcentaje con respecto al control (MediatSEM; n=11).
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Radicales Libres
Sinaptosomas

Etanol

FiguralV.1.5. Representacién del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre los niveles basales de formacion de radicales libres de sinaptosomas de corteza frontal de
raton, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacion y utilizando luminol como
potenciador de la sefial de quimioluminiscencia. Los resultados se expresan en cpm en porcentaje
con respecto al control (MediatSEM; n=11; *p<0.05).

Radicales Libres
Sinaptosomas

Etanol

Figura 1V.1.6. Representacién del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre los niveles basales de formacion de radicales libres de sinaptosomas de corteza frontal de
raton, incubados en ausencia de calcio en € medio de incubacion y utilizando luminol como
potenciador de la sefial de quimioluminiscencia. Los resultados se expresan en cpm en porcentaje
con respecto al control (MediatSEM; n=11).
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Radicales Libres
Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.7. Representacién del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre los niveles de formacion de radicales libres de sinaptosomas de corteza frontal de ratén
estimulados con K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en e medio deincubacion y utilizando
luminol como potenciador de la sefial de quimioluminiscencia. Los resultados se expresan en cpm
en porcentaje con respecto al control (MediatSEM; n=11).

Radicales Libres
Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

Figura|V.1.8. Representacién del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre los niveles de formacion de radicales libres de sinaptosomas de corteza frontal de ratén
estimulados con K* 25 mM, incubados en ausencia de calcio en € medio de incubacién y utilizando
luminol como potenciador de la sefial de quimioluminiscencia. Los resultados se expresan en cpm
en porcentaje con respecto al control (MediatSEM; n=11).
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Radicales Libres
Sinaptosomas

Etanol

FiguralV.1.9. Representacién del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre los niveles basales de formacion de radicales libres de sinaptosomas de corteza frontal de
raton, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacién y utilizando lucigenina como
potenciador de la sefial de quimioluminiscencia. Los resultados se expresan en cpm en porcentaje
con respecto al control (MediatSEM; n=11).

Radicales Libres
Sinaptosomas

Etanol

FiguralV.1.10. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre los niveles basales de formacion de radicales libres de sinaptosomas de corteza frontal de
raton, incubados en ausencia de calcio en €l medio de incubacién y utilizando lucigenina como
potenciador de la sefial de quimioluminiscencia. Los resultados se expresan en cpm en porcentaje
con respecto al control (MediatSEM; n=11).
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Radicales Libres
Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.11. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre los niveles de formacion de radicales libres de sinaptosomas de corteza frontal de ratén
estimulados con K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en el medio deincubacion y utilizando
lucigenina como potenciador dela sefial de quimioluminiscencia. Losresultados se expresan en cpm
en porcentaje con respecto al control (MediatSEM; n=11).

Radicales Libres
Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.12. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre los niveles de formacion de radicales libres de sinaptosomas de corteza frontal de ratén
estimulados con K* 25 mM, incubados en ausencia de calcio en e medio de incubacién y utilizando
lucigenina como potenciador dela sefial de quimioluminiscencia. Losresultados se expresan en cpm
en porcentaje con respecto al control (MediatSEM; n=11).
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RESULTADOS

1.3. EFECTO DEL ETANOL SOBRE EL NIVEL DE PEROXIDACION LIPIDICA DE
SINAPTOSOMASDE CORTEZA FRONTAL DE RATON, EN CONDICIONES BASALESY
DESPOLARIZANTES. INFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos del etanol, en presencia o ausencia de calcio en €l
medio de incubacion, sobre e nivel de peroxidacion lipidica de sinaptosomas de
corteza frontal de ratdn en condiciones basales muestra los siguientes resultados
(tabla IV.1.5.): En presencia de cacio en e medio, €l etanol produce un
comportamiento diferencial dependiendo de la concentracion utilizada (figura
IV.1.13.). Asi, laconcentracion 25 mM de etanol provocaunainhibicion significativa
(p<0.01) del 13.55% con respecto a control, mientras que etanol 50 mM y 100 mM
no produce modificacién significativaalgunadel nivel de peroxidacion lipidica. En
ausencia de calcio en el medio, también e etanol produce un comportamiento
diferencial dependiendo de la concentracion utilizada (figura 1V.1.14.). Asi, la
concentracion 25 mM y 50 mM de etanol no provoca modificacion significativa
algunarespecto al valor control, mientras que etanol 100 mM provocaunincremento
significativo (p<0.05) del 13.45% en los niveles de peroxidacion lipidica.

El andlisis de los efectos del etanol y lainfluencia del calcio en el medio de
incubacion, sobre los niveles de peroxidaciéon lipidica de sinaptosomas de corteza
frontal deraton, traslaestimulacion con K* 25 mM muestralos siguientes resultados
(tabla 1V.1.6.): En presenciade calcio en el medio, el estimulo de los sinaptosomas
con K* 25 mM no modifica significativamente los niveles de peroxidacion lipidica
con respecto a control (figura 1V.1.15.). Por e contrario en ausenciade calcioen €
medio, €l estimulo con K* 25 mM aumentasi gnificativamente (p<0.05) estaactividad
en un 11.25% (figura 1V.1.16.). La incubacion simultdnea, en un medio con calcio,
de los sinaptosomas con K* 25 mM y etanol, a cual quiera de las concentraciones de
etanol utilizadas, no produce modificacion significativaa gunadelosval orescontrol
de peroxidacion lipidica (tabla 16, figura 1V.1.15.). Por el contrario, en ausenciade
calcio en el medio, la incubacion simultanea con K* 25 mM y etanol produce un
incremento de los niveles de peroxidacion lipidica (tabla 1V.1.6., figura 1V.1.16.).
Asi, ante estas condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM provoca un
incremento  significativo (p<0.01) del 47.44% con respecto a control, la
concentracion 50 mM produce un aumento de esta actividad del 44.26% (p<0.01),
mientras que etanol 100 mM produce una incremento del 24.42% (p<0.01) de los
niveles de peroxidacion lipidica.
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Sinaptosomas
Con Calcio Sin Calcio
Control 100.00+0.00 100.00+0.00
EtOH 25 mM 86.45+1.50 102.59+2.35
EtOH 50 mM 103.09+2.51 96.86+1.41
EtOH 100 mM 102.29+1.02 113.45+1.57

TablalV.1.5. Valores basales de peroxidacién lipidica dd sinaptosomas de corteza frontal deratén
en condiciones control y en presencia de etanol (EtOH) 25 mM, 50 mM y 100 mM en un medio de
incubacion con o sin calcio. Losresultados se expresan en unidades de densidad éptica en por centaje
con respecto al control (MediatSEM; n=11).

Sinaptosomas

Con Calcio Sin Calcio
Control 100.00+0.00 100.00+0.00
K*25 mM 103.86+1.34 111.25+2.88
K*25mM +
EtOH 25 mM 100.27+2.83 147.44+5.69
K*25mM +
EtOH 50 mM 96.61+2.39 144.26+4.04
K*25mM +
EtOH 100 mM 97.81+1.43 124.42+3.38

Tabla IV.1.6. Valores de peroxidacion lipidica de sinaptosomas de corteza frontal de raton en
condiciones basales (control), tras estimulacion con K* 25 mM y tras estimulacion con K* 25 mM
en presencia de etanol (EtOH) 25 mM, 50 mM y 100 mM, en un medio deincubacion conosincalcio.
Los resultados se expresan en unidades de densidad Optica en porcentaje con respecto al control
(MediaxSEM; n=11).
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RESULTADOS

Peroxidacion Lipidica
Sinaptosomas

Etanol

FiguralV.1.13. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre los niveles basales de peroxidacion lipidica de sinaptosomas de corteza frontal de ratén,
incubados en presencia de calcio en el medio deincubacion. Losresultados se expresan en unidades
de densidad Optica en porcentaje con respecto al control (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

Peroxidacion Lipidica
Sinaptosomas

Etanol

FiguralV.1.14. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre los niveles basales de peroxidacion lipidica de sinaptosomas de corteza frontal de ratén,
incubados en ausencia de calcio en el medio deincubacion. Los resultados se expresan en unidades
de densidad Optica en procentaje con respecto al control (MediatSEM; n=11; *p<0.05).
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Peroxidacion Lipidica
Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.15. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre los niveles de peroxidacion lipidica de sinaptosomas de corteza frontal de ratén estimulados
con K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en €l medio de incubacion. Los resultados se
expresan en unidades de densidad Optica en por centaje con respecto al control (MediatSEM; n=11).

Peroxidacion Lipidica
Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.16. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre los niveles de peroxidacion lipidica de sinaptosomas de corteza frontal de ratén estimulados
con K* 25 mM, incubados en ausencia de calcio en €l medio de incubacion. Los resultados se
expresan en unidades de densidad Optica en por centaje con respecto al control (MediatSEM; n=11;
*p<0.05; **p<0.01).
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RESULTADOS

1.4. EFECTO DEL ETANOL SOBRE EL NIVEL DE OXIDACION DE PROTEINAS DE
SINAPTOSOMASDE CORTEZA FRONTAL DE RATON, EN CONDICIONES BASALESY
DESPOLARIZANTES. INFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos del etanol, en presencia o ausencia de calcio en el
medio deincubacion, sobre el nivel de oxidacion protei cade sinaptosomas de corteza
frontal de raton en condiciones basales muestra los siguientes resultados (tabla
IV.1.7.): El etanol no produce modificacion significativa alguna del nivel de
oxidacién proteica ni en presencia ni en ausencia de calcio en el medio (figuras
IV.1.17.y IV.1.18.).

El andlisis de los efectos del etanol y lainfluencia del calcio en el medio de
incubacion sobre los niveles de oxidacion proteica tras la estimulacion de
singptosomas de corteza frontal de raton con K* 25 mM muestra los siguientes
resultados (tabla1V.1.8.): El estimul o delossinaptosomas con K* 25 mM no produce
ni en presencia ni en ausencia de calcio en el medio de incubacién modificacién
significativaagunarespecto alosval orescontrol delosnivelesdeoxidacién proteica
(figuras1V.1.19.y 1V.1.20.). La incubacion simultanea de |os sinaptosomas con K*
25 mM y etanol, a cualquiera de las concentraciones de etanol utilizadas, tampoco
produce modificaciones significativas de los niveles de oxidacion proteica ni en
presenciani en ausencia de calcio en el medio de incubacion (tabla 1V.1.8., figuras
IV.1.19.y 1V.1.20.).
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Sinaptosomas
Con Calcio Sin Calcio
Control 100.00+0.00 100.00+0.00
EtOH 25 mM 105.56+4.46 97.03+5.38
EtOH 50 mM 87.63+7.01 113.98+9.45
EtOH 100 mM 02.52+7.68 97.46+2.94

TablalV.1.7. Valores basal es de oxidacion proteica de sinaptosomas de corteza frontal deratén en
condiciones control y en presencia de etanol (EtOH) 25 mM, 50 mM y 100 mM en un medio de
incubacion con o sin calcio. Losresultados se expresan en unidades de densidad éptica en por centaje
con respecto al control (MediatSEM; n=11).

Sinaptosomas

Con Calcio Sin Calcio
Control 100.00+0.00 100.00+0.00
K*25 mM 97.50+5.40 95.76+2.68
K*25mM +
EtOH 25 mM 105.56+8.32 97.46+1.96
K*25mM +
EtOH 50 mM 110.09+6.35 86.16+14.72
K*25mM +
EtOH 100 mM 98.02+7.58 95.34+2.33

Tabla 1V.1.8. Valores de oxidacién proteica de sinaptosomas de corteza frontal de ratén en
condiciones basales (contral), tras estimulacion con K* 25 mM y tras estimulacion con K* 25 mM
en presencia de etanol (EtOH) 25 mM, 50 mM y 100 mM, en un medio deincubacion conosincalcio.
Los resultados se expresan en unidades de densidad Optica en porcentaje con respecto al control

(Media£SEM; n=11).
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Oxidacion Proteica
Sinaptosomas

Etanol

FiguralV.1.17. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre los niveles basales de oxidacion proteica de sinaptosomas de corteza frontal de ratén,
incubados en presencia de calcio en el medio deincubacion. Losresultados se expresan en unidades
de densidad Optica en porcentaje con respecto al control (MediatSEM; n=11).

Oxidacion Proteica
Sinaptosomas

Etanol

FiguralV.1.18. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre los niveles basales de oxidacion proteica de sinaptosomas de corteza frontal de ratén,
incubados en ausencia de calcio en € medio deincubacién. Los resultados se expresan en unidades
de densidad Optica en porcentaje con respecto al control (MediatSEM; n=11).
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Oxidacion Proteica
Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.19. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrelos nivel es de oxidacion proteica de sinaptosomas de corteza frontal de raton estimulados con
K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en € medio de incubacion. Los resultados se expresan
en unidades de densidad Optica en porcentaje con respecto al control (MediatSEM; n=11).

Oxidacion Proteica
Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.20. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrelos nivel es de oxidacion proteica de sinaptosomas de corteza frontal de raton estimulados con
K* 25 mM, incubados en ausencia de calcio en € medio de incubacion. Los resultados se expresan
en unidades de densidad Optica en porcentaje con respecto al control (MediatSEM; n=11).
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RESULTADOS

15. EFECTO DEL ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ALANINA
AMINOPEPTIDASA DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA FRONTAL DE RATON, EN
CONDICIONES BASALES Y DESPOLARIZANTES. INFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos del etanol, en presencia o ausencia de calcio en el
medio, sobre la actividad especifica basal de AlaAP de sinaptosomas de corteza
frontal de ratén y su medio de incubacion, muestra los siguientes resultados: En
singptosomas y en presencia de calcio, €l etanol produce una inhibicion dosis-
dependiente de esta actividad enzimatica (tabla 1V.1.9., figura 1V.1.21.). Asi, la
concentracion 25 mM de etanol provoca una inhibicién significativa (p<0.01) del
13.23% con respecto a control, la concentracion 50 mM produce una disminucién
de esta actividad enzimética del 19.05% (p<0.01), mientras que etanol 100 mM
provoca unainhibicion del 49.34% (p<0.01) delaactividad AlaAP. En ausenciade
calcio, € etanol produce un comportamiento diferencial de la actividad especifica
basal de AlaAP dependiendo de la concentracion utilizada (tabla 1V.1.9., figura
IV.1.22)). Asi, etanol 25 mM no provoca modificacion significativa alguna con
respecto a control, la concentracion 50 mM tampoco produce modificacion
significativa de esta actividad enzimaética, mientras que etanol 100 mM provocauna
inhibicion del 34.84% (p<0.01) de la actividad especifica de AlaAP.

En el medio de incubacion y en presencia de calcio, € etanol produce un
aumento de la actividad especifica basal de AlaAP (tabla 1V.1.9., figura IV.1.23.).
Asi, laconcentracion 25 mM de etanol provocaunincremento significativo (p<0.01)
del 58.67% con respecto a control, laconcentracion 50 mM produce un aumento de
estaactividad enzimaticadel 66.15% (p<0.01), mientras que etanol 100 mM provoca
unincremento del 55.59% (p<0.01) delaactividad AlaAP en el medio deincubacion.
Por e contrario, en ausencia de calcio (tabla 1V.1.9,, figura 1V.1.24.), € etanol, a
ningunadelas concentraciones utilizadas, produce modificacion significativaaguna
de la actividad especificabasal de AlaAP en e medio de incubacion y con respecto
al control.

El andlisis de los efectos del etanol y lainfluencia del calcio en el medio,
sobre la actividad especifica basal de AlaAP de sinaptosomas de corteza frontal de
raton y su medio de incubacion, tras la estimulacion con K* 25 mM muestra los
siguientes resultados. En sinaptosomas'y en presenciade calcio, el estimulo con K*
25 mM disminuye significativamente (p<0.01) esta actividad enzimatica en un
23.54% (tabla 1V.1.10., figura 1V.1.25.). En ausencia de calcio, €l estimulo con K*
25 mM también disminuye significativamente (p<0.01) la actividad AlaAP en un
12.18% con respecto a control (tabla 1V.1.10., figura 1V.1.26.). La incubacién
simultanea de sinaptosomas con K* 25 mM y etanol, en presenciade calcio, produce
una disminucién de la actividad especifica basal de AlaAP (tabla IV.1.10., figura
IV.1.25.). Asi, ante estas condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM de

Pagina 155



MARIA DOLORES MAYAS TORRES TESISDOCTORAL

etanol provoca una inhibicién significativa (p<0.01) del 58.99% con respecto a
control, la concentracion 50 mM produce una disminucion de esta actividad
enzimaticadel 22.75% (p<0.01), mientras que etanol 100mM provocaunainhibicién
del 40.34% (p<0.01) de laactividad AlaAP. Por el contrario, en ausenciade calcio,
la incubacion simultanea de sinaptosomas con K* 25 mM y etanol produce un
comportamiento diferencia de la actividad especificabasal de AlaAP dependiendo
delaconcentracion deetanol utilizada(tablalV.1.10., figuralV.1.26.). Asi, anteestas
condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM de etanol provoca un
incremento significativo (p<0.01) del 18.13% con respecto a control, mientras que
etanol 50 mM y 100 mM provocaunadisminucién significativa(p<0.01) del 28.90%
y 18.98% respectivamente y con respecto a control de la actividad especifica de
AlaAP.

En el medio de incubacién y en presencia de calcio, €l estimulo con K* 25
mM aumenta significativamente (p<0.01) esta actividad enzimatica en un 243.49%
(tabla 1Vv.1.10., figura 1V.1.27.). Por €l contrario, en ausencia de calcio, €l estimulo
con K* 25 mM no modifica significativamente la actividad AlaAP con respecto al
control en e medio de incubacion (tabla 1V.1.10., figura IV.1.28.). La incubacién
simultanea con K* 25 mM vy etanol en presencia de calcio produce un aumento dela
actividad especificabasal de AlaAP (tabla 1V.1.10, figura IV.1.27.). Asi, ante estas
condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM de etanol provoca un
incremento  significativo (p<0.01) del 52.21% con respecto a control, la
concentracion 50 mM produce un aumento de esta actividad enziméticadel 30.77%
(p<0.01), mientras que etanol 100 mM provoca un incremento del 32.72% (p<0.01)
de la actividad AlaAP. Por el contrario, en ausencia de calcio la incubacién
simultanea con K* 25 mM y etanol produce un comportamiento diferencial de la
actividad especifica basa de AlaAP dependiendo de la concentracion de etanol
utilizada(tablalV.1.10., figuralV.1.28.). Asi, ante estas condiciones despol ari zantes,
la concentracion 25 mM de etanol no provocamodificacion significativaagunacon
respecto al control, la concentracion 50 mM produce una disminucion de esta
actividad enzimaticadel 40.20% (p<0.01), mientras que etanol 100 mM provocauna
inhibicion del 29.40% (p<0.01) de la actividad especifica de AlaAP en el medio de
incubacion.
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Sinaptosomas Medio deincubacioén
Con Calcio | SinCalcio | Con Calcio Sin calcio
Control 7.56x0.055 3.53+0.122 9.75+0.199 5.00+0.119
EtOH 25 mM 6.56+0.055 3.29+0.038 | 15.47+0.701 | 4.70+0.127
EtOH 50 mM 6.12+0.104 | 3.67+0.098 | 16.20+0.939 | 3.99+0.389
EtOH 100 mM 3.83+0.069 2.30+£0.139 | 15.17+0.540 | 4.28+0.289

TablalV.1.9. Valores basales de actividad especifica de AlaAP de sinaptosomas de corteza frontal
de rat6n y su medio de incubacién en condiciones control y en presencia de etanol (EtOH) 25 mM,
50 mM y 100 mM en un medio deincubacién con o sin calcio. Los resultados se expresan en nmoles
de Ala--naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11).

Sinaptosomas Medio deincubacién

Con Calcio Sin Calcio Con Calcio Sin Calcio
Control 7.56+0.055 3.53+0.122 9.75+0.199 5.00+0.119
K* 25 mM 5.78+0.078 3.10+0.050 | 33.49+1.413 | 5.54+0.232
K*25mM +
EtOH 25 mM 3.10+0.051 4.17+0.061 | 14.84+0.359 | 5.82+0.289
K*25mM +
EtOH 50 mM 5.84+0.068 2.51+0.338 | 12.75+0.188 | 2.99+0.191
K*25mM +
EtOH 100 mM 4.51+0.094 2.86+0.516 | 12.94+0.516 | 3.53+0.403

TablalV.1.10. Valoresdeactividad especifica de AlaAP de sinaptosomas de cortezafrontal deraton
y su medio de incubacién en condiciones basales (control), tras estimulacién con K 25 mM y tras
estimulacion con K* 25 mM en presencia de etanol (EtOH) 25 mM, 50 mM y 100 mM, en un medio
de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan en nmoles de Ala-R-naftilamida
hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11).
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AlaAP

Sinaptosomas

Etanol

FiguralV.1.21. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de AlaAP de sinaptosomas de corteza frontal deraton, incubados
en presencia de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Ala-3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

AlaAP

Sinaptosomas

Etanol

FiguralV.1.22. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de AlaAP de sinaptosomas de corteza frontal deratén, incubados
en ausencia de calcio en el medio de incubacién. Los resultados se expresan en nmoles de Ala-3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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AlaAP

Medio de Incubacion

Etanol

FiguralV.1.23. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica basal de AlaAP en €l medio de incubacién de sinaptosomas de corteza
frontal de raton, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacién. Los resultados se

expresan en nmoles de Ala-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).

AlaAP

Medio de Incubacion

Etanol

FiguralV.1.24. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de AlaAP en el medio de incubacién de sinaptosomas de corteza
frontal de rat6n, incubados en ausencia de calcio en € medio de incubacion. Los resultados se

expresan en nmoles de Ala-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11).
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AlaAP

Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.25. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica de AlaAP de sinaptosomas de corteza frontal de raton estimulados con
K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se expresan
en nmoles de Ala-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11;
**p<0.01).

AlaAP

Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.26. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica de AlaAP de sinaptosomas de corteza frontal de raton estimulados con
K* 25 mM, incubados en ausencia de calcio en € medio de incubacion. Los resultados se expresan
en nmol es de Ala-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11;

*+p<0.01).
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AlaAP

Medio de Incubacion

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.27. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica de AlaAP en el medio deincubaci6n de sinaptosomas de corteza frontal
de raton estimulados con K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en €l medio de incubacion.
Los resultados se expresan en nmoles de Ala-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de
proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

AlaAP

Medio de Incubacion

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.28. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrelaactividad especifica de AlaAP en el medio deincubacion de sinaptosomas de corteza frontal
deratdn estimulados con K* 25 mM, incubados en ausencia de cal cio en el medio deincubacion. Los
resultados se expresan en nmol esde Al a-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).

Pagina 161



MARIA DOLORES MAYAS TORRES TESISDOCTORAL

1.6. EFECTO DEL ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ARGININA
AMINOPEPTIDASA DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA FRONTAL DE RATON, EN
CONDICIONES BASALES Y DESPOLARIZANTES. INFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos del etanol, en presencia o ausencia de calcio en el
medio, sobre la actividad especifica basal de ArgAP de sinaptosomas de corteza
frontal de ratén y su medio de incubacion, muestra los siguientes resultados: En
singptosomas y en presencia de calcio, e etanol produce un comportamiento
diferencia de esta actividad enzimética dependiendo de la concentracion utilizada
(tablalVv.1.11., figuralV.1.29.). Asi, laconcentracion 25 mM de etanol provocauna
inhibicion significativa(p<0.01) del 16.18% conrespectoal control, laconcentracion
50 mM produce un aumento de esta actividad enzimética del 67.05% (p<0.01),
mientras que etanol 100 mM provoca una inhibicién del 39.88% (p<0.01) de la
actividad ArgAP. Por € contrario, en ausencia de calcio, € etanol produce una
disminucion dosis-dependiente de la actividad especifica basal de ArgAP (tabla
IV.1.11, figura 1V.1.30.). Asi, la concentracion 25 mM de etanol provoca una
inhibicion significativa(p<0.01) del 16.88% conrespectoal control, laconcentracion
50 mM produce una disminucion de esta actividad enzimatica del 18.11% (p<0.01),
mientras que etanol 100 mM provoca una inhibicién del 38.87% (p<0.01) de la
actividad especifica de ArgAP.

En el medio de incubacion y en presencia de calcio, € etanol produce una
disminucion de la actividad especifica basal de ArgAP (tabla 1V.1.11., figura
IV.1.31). Asi, la concentracion 25 mM de etanol provoca una inhibicion
significativa (p<0.01) del 40.75% con respecto a control, la concentracién 50 mM
produce unadisminucion de estaactividad enziméticadel 41.51% (p<0.01), mientras
que etanol 100 mM provoca una inhibicién del 24.28% (p<0.01) de la actividad
ArgAP en el medio de incubacion. Por el contrario, en ausenciade calcio el etanol
produce un comportamiento diferencial de la actividad especifica basal de ArgAP
(tabla1V.1.11,, figura1V.1.32.). Asi, la concentracién 25 mM de etanol provoca un
incremento  significativo (p<0.01) del 92.18% con respecto a control, la
concentracion 50 mM no produce modificacion significativa de esta actividad
enzimatica, mientrasqueetanol 100 mM provocaunincremento del 24.37% (p<0.05)
de la actividad especifica de ArgAP en el medio de incubacion.

El andlisis de los efectos del etanol y la influencia del calcio en el medio,
sobre la actividad especifica basal de ArgAP de sinaptosomas de corteza frontal de
raton y su medio de incubacion, tras la estimulacion con K* 25 mM muestra los
siguientes resultados. En sinaptosomas'y en presenciade calcio, el estimulo con K*
25 mM no modifica significativamente esta actividad enzimatica (tabla 1V.1.12.,
figura1V.1.33.). Por el contrario, en ausencia de calcio, € estimulo con K* 25 mM
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aumenta significativamente (p<0.01) la actividad ArgAP en un 6.79% con respecto
al control (tablalV.1.12., figuralV.1.34.). Laincubacion simultaneade sinaptosomas
conK*25mM y etanol en presenciade cal cio produce un comportamiento diferencial
delaactividad especificabasal de ArgAP dependiendo delaconcentracién de etanol
utilizada(tablalV.1.12., figuralV.1.33.). Asi, ante estas condicionesdespol ari zantes,
laconcentracion 25 mM de etanol no provoca modificacion significativaa gunacon
respecto a control, la concentracién 50 mM produce una disminucion de esta
actividad enzimética del 26.88% (p<0.01), a igual que etanol 100 mM provoca una
inhibicion del 39.31% (p<0.01) de la actividad ArgAP. En ausencia de calcio, la
incubaci6n simultanea de sinaptosomas con K* 25 mM y etanol también produce un
comportamiento diferencial de la actividad especifica basal de ArgAP dependiendo
delaconcentraciondeetanol utilizada(tablalVv.1.12., figuralV.1.34.). Asi, anteestas
condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM de etanol provoca un
incremento significativo (p<0.01) del 13.58% con respecto al control, mientras que
etanol 50 mM y 100 mM provocaunadisminucion significativa (p<0.01) del 27.55%
y 12.08% respectivamente y con respecto a control de la actividad especifica de

ArgAP.

En el medio de incubacién y en presencia de calcio, el estimulo con K* 25
mM aumenta significativamente (p<0.05) esta actividad enzimética en un 10.44%
(tabla1Vv.1.12., figura 1V.1.35.). Por €l contrario, en ausencia de calcio, €l estimulo
con K* 25 mM disminuye significativamente (p<0.01) la actividad ArgAP con
respecto a control en el medio de incubacion en un 11.72% (tabla 1V.1.12., figura
IV.1.36.). La incubacién simultanea con K* 25 mM y etanol en presenciade calcio
produce un comportamiento diferencial de la actividad especifica basal de ArgAP
dependiendo delaconcentracion de etanol utilizada(tabla1V.1.12., figuralV.1.35.).
Asi, ante estas condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM de etanol
provoca un incremento significativo (p<0.01) del 41.26% con respecto al control, la
concentracion 50 mM no produce modificacion significativa de esta actividad
enzimética, mientrasqueetanol 100 mM provocaunainhibiciéndel 27.67% (p<0.01)
de la actividad ArgAP. Por € contrario, en ausencia de calcio la incubacién
simultanea con K* 25 mM y etanol no produce modificacion significativa alguna, a
ninguna de las concentraciones de etanol utilizadas, de la actividad especifica basal
de ArgAP con respecto a control, en el medio deincubacion (tabla IV.1.12., figura
1V.1.36.).
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Sinaptosomas Medio deincubacioén
Con Calcio | SinCalcio | Con Calcio Sin calcio
Control 3.461£0.049 | 2.65+0.069 | 7.95+0.150 | 4.35+0.113
EtOH 25 mM 2.90+0.271 2.20+0.040 4.71+0.122 8.36+0.146
EtOH 50 mM 5.78+0.152 2.17+0.053 4.65+0.215 5.06+0.118
EtOH 100 mM 2.08+0.022 1.62+0.029 6.02+0.284 5.41+0.107

TablalV.1.11. Valoresbasal esdeactividad especifica de ArgAP de sinaptosomas de corteza frontal
de ratdn y su medio de incubacién en condiciones control y en presencia de etanol (EtOH) 25 mM,
50 mM y 100 mM en un medio deincubacién con o sin calcio. Los resultados se expresan en nmoles
de Arg-R3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11).

Sinaptosomas Medio deincubacién

Con Calcio Sin Calcio Con Calcio Sin Calcio
Control 3.46+0.049 2.65+0.069 7.95+0.150 4.35+0.113
K* 25 mM 3.53+0.058 2.83+0.034 8.78+0.230 3.84+0.048
K*25mM +
EtOH 25 mM 3.14+0.053 3.01+0.023 | 11.23+0.170 | 4.59+0.155
K*25mM +
EtOH 50 mM 2.53+0.035 1.92+0.029 8.26+0.146 4.12+0.143
K*25mM +
EtOH 100 mM 2.10+0.059 2.33+0.042 5.75+0.295 4.59+0.075

TablalV.1.12. Valoresdeactividad especifica de ArgAP de sinaptosomasdecorteza frontal deratén
y su medio de incubacién en condiciones basales (control), tras estimulacién con K* 25 mM y tras
estimulacion con K* 25 mM en presencia de etanol (EtOH) 25 mM, 50 mM y 100 mM, en un medio
de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan en nmoles de Arg--naftilamida
hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11).
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ArgAP

Sinaptosomas

-

Etanol

FiguralV.1.29. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de ArgAP de sinaptosomasde corteza frontal deraton, incubados
en presencia de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Arg-3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

ArgAP

Sinaptosomas

Etanol

FiguralV.1.30. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de ArgAP de sinaptosomasde corteza frontal deraton, incubados
en ausencia de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Arg-f3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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ArgAP

Medio de Incubacion

Etanol

FiguralV.1.31. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica basal de ArgAP en € medio de incubacion de sinaptosomas de corteza
frontal de raton, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacién. Los resultados se

expresan en nmoles de Arg-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).

ArgAP

Medio de Incubacion

Etanol

FiguralV.1.32. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica basal de ArgAP en &l medio de incubacion de sinaptosomas de corteza
frontal de rat6n, incubados en ausencia de calcio en e medio de incubacion. Los resultados se

expresan en nmoles de Arg-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediaxSEM; n=11;*p<0.05, **p<0.01).
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ArgAP

Sinaptosomas

r

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.33. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica de ArgAP de sinaptosomas de corteza frontal de raton estimulados con
K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se expresan
en nmoles de Arg-[3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11;
**p<0.01).

ArgAP

Sinaptosomas

EREmm

K* 25 mM + Etanol

Figura 1V.1.34. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica de ArgAP de sinaptosomas de corteza frontal deraton estimulados con
K* 25 mM, incubados en ausencia de calcio en € medio de incubacion. Los resultados se expresan
en nmoles de Arg-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11;

*%p<0.01).
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ArgAP

Medio de Incubacion

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.35. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica de ArgAP en el medio deincubacion de sinaptosomas de corteza frontal
de raton estimulados con K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en €l medio de incubacion.
Los resultados se expresan en nmoles de Arg-R3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de
proteina (MediatSEM; n=11;*p<0.05, **p<0.01).

ArgAP

Medio de Incubacion

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.36. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica de ArgAP en el medio deincubacion de sinaptosomas de corteza frontal
deraton estimulados con K* 25 mM, incubados en ausencia de calcio en €l medio deincubacion. Los
resultados se expresan en nmoles de Arg-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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1.7. EFECTO DEL ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD ESPECiIFICA DE CISTEINA
AMINOPEPTIDASA DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA FRONTAL DE RATON, EN
CONDICIONES BASALES Y DESPOLARIZANTES. INFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos del etanol, en presencia o ausencia de calcio en el
medio, sobre la actividad especifica basal de CysAP de sinaptosomas de corteza
frontal de ratén y su medio de incubacion, muestra los siguientes resultados: En
singptosomas y en presencia de calcio, el etanol produce una disminucion de esta
actividad enzimética (tabla 1V.1.13., figura 1V.1.37.). Asi, la concentracién 25 mM
de etanol provoca unainhibicién significativa (p<0.01) del 44.18% con respecto a
control, la concentracion 50 mM produce una disminucion de esta actividad
enzimaticade 10.27% (p<0.01), mientrasqueetanol 100 mM provocaunainhibicién
del 44.52% (p<0.01) delaactividad CysAP. En ausenciade calcio el etanol también
produce una disminucion de la actividad especifica basal de CysAP (tabla1V.1.13,,
figura 1V.1.38.). Asi, la concentracion 25 mM de etanol provoca una inhibicion
significativa (p<0.01) del 54.55% con respecto a control, la concentracion 50 mM
produce unadisminuci6n de estaactividad enziméticadel 15.56% (p<0.01), mientras
que etanol 100 mM provoca una inhibicién del 47.47% (p<0.01) de la actividad
especifica de CysAP.

En el medio de incubacion y en presencia de calcio, € etanol produce un
comportamiento diferencial de la actividad especificabasal de CysAP dependiendo
de la concentracion utilizada (tabla 1V.1.13,, figura 1V.1.39.). Asi, la concentracion
25 mM de etanol no provoca modificacion significativa alguna con respecto a
control, la concentracion 50 mM produce una disminucion de esta actividad
enzimaticadel 31.79% (p<0.01), mientrasqueetanol 100 mM provocaunainhibicién
del 39.07% (p<0.01) de la actividad CysAP en e medio de incubacion. Por €
contrario, en ausencia de calcio €l etanol produce una disminucién de la actividad
especificabasal de CysAP (tabla 1V.1.9,, figura 1V.1.24.). Asi, la concentracion 25
mM de etanol provocaunainhibicién significativa(p<0.01) del 18.08% con respecto
a control, la concentracién 50 mM produce na disminucion de esta actividad
enzimaticadel 33.02% (p<0.01), mientrasqueetanol 100 mM provocaunainhibicion
del 19.25% (p<0.01) de laactividad especificade CysAP en e medio de incubacion.

El andlisis de los efectos del etanol y lainfluencia del calcio en el medio,
sobre la actividad especifica basal de CysAP de sinaptosomas de corteza frontal de
raton y su medio de incubacion, tras la estimulacion con K* 25 mM muestra los
siguientes resultados. En sinaptosomas'y en presenciade calcio, el estimulo con K*
25 mM no modifica significativamente esta actividad enzimatica (tabla 1V.1.14.,
figura1V.1.41.). Por el contrario, en ausencia de calcio, e estimulo con K* 25 mM
aumenta significativamente (p<0.05) la actividad CysAP en un 5.25% con respecto
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al control (tablalV.1.14., figuralV.1.42.). Laincubacién simultaneade sinaptosomas
conK*25mM y etanol en presenciade cal cio produce un comportamiento diferencial
delaactividad especificabasal de CysAP dependiendo delaconcentracién de etanol
utilizada(tablal1V.1.14., figuralV.1.41.). Asi, ante estas condi cionesdespol ari zantes,
la.concentracion 25 mM de etanol no provoca modificacion significativaagunacon
respecto a control, la concentracién 50 mM produce una disminucion de esta
actividad enzimaticadel 10.27% (p<0.01), mientras que etanol 100 mM provocauna
inhibicion del 42.12% (p<0.01) de la actividad CysAP. En ausencia de calcio, la
incubaci6n simultanea de sinpatosomas con K* 25 mM y etanol también produce un
comportamiento diferencial de la actividad especifica basal de CysAP dependiendo
de la concentracion de etanol utilizada (tabla 14, figura 42). Asi, ante estas
condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM de etanol provoca un
incremento significativo (p<0.01) del 21.21% con respecto al control, mientras que
etanol 50 mM y 100 mM provocaunadisminucion significativa (p<0.01) del 28.48%
y 20.20% respectivamente y con respecto a control de la actividad especifica de
CysAP.

En el medio de incubacién y en presencia de calcio, € estimulo con K* 25
mM aumenta significativamente (p<0.05) esta actividad enzimatica en un 18.32%
(tabla IV.1.14,, figura IV.1.43.). Por € contrario, en ausenciade calcio, el estimulo
con K* 25 mM disminuye significativamente (p<0.01) la actividad CysAP con
respecto al control en el medio deincubacion en un 14.94% (tablal4, figura44). La
incubacion simultanea con K* 25 mM y etanol en presencia de calcio produce un
comportamiento diferencial de la actividad especifica basal de CysAP dependiendo
delaconcentraciondeetanol utilizada(tablalV.1.14., figuralV.1.43.). Asi, anteestas
condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM de etanol provoca un
incremento  significativo (p<0.01) del 69.70% con respecto a control, la
concentracion 50 mM produce un aumento de esta actividad enzimética del 97.35%
(p<0.01), mientras que etanol 100 mM no provocamodificacion significativaaguna
delaactividad CysAP. En ausenciadecalcio laincubacion smultaneacon K* 25 mM
y etanol también produce un comportamiento diferencial de la actividad especifica
basal de CysAP dependiendo de laconcentracion de etanol utilizada (tabla 1V.1.14.,
figuralV.1.44.). Asi, anteestascondicionesdespol arizantes, laconcentracion 25 mM
de etanol provoca unainhibicién significativa (p<0.01) del 11.44% con respecto a
control, la concentracion 50 mM produce una disminucion de esta actividad
enzimatica del 15.05% (p<0.01), mientras que etanol 100 mM no provoca
modificacién significativaagunadelaactividad especificade CysAPen el medio de
incubacion.
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Sinaptosomas Medio deincubacioén
Con Calcio | SinCalcio | Con Calcio Sin calcio
Control 2.92+0.038 4.95+0.072 6.04+0.412 8.57+0.192
EtOH 25 mM 1.63+0.021 2.25+0.036 5.12+0.233 7.02+0.198
EtOH 50 mM 2.62+0.028 4.18+0.107 4.12+0.634 5.74+0.245
EtOH 100 mM 1.62+0.023 2.60+0.044 3.68+0.255 6.92+0.394

TablalV.1.13. Valoresbasal esde actividad especifica de CysAP de sinaptosomas de corteza frontal
de ratdn y su medio de incubacién en condiciones control y en presencia de etanol (EtOH) 25 mM,
50 mM y 100 mM en un medio deincubacién con o sin calcio. Los resultados se expresan en nmoles
de Cys-R3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11).

Sinaptosomas Medio deincubacién

Con Calcio Sin Calcio Con Calcio Sin Calcio
Control 2.92+0.038 4,95+0.072 6.04+0.412 8.57+0.192
K* 25 mM 2.86+0.030 5.21+0.091 7.15+0.230 7.29+0.203
K*25mM +
EtOH 25 mM 2.90+0.049 6.00+0.114 | 10.25+0.531 | 7.59+0.158
K*25mM +
EtOH 50 mM 2.62+0.031 3.54+0.060 | 11.92+0.316 | 7.28+0.152
K*25mM +
EtOH 100 mM 1.69+0.033 3.95+0.091 4.94+0.153 | 8.84+0.395

TablalV.1.14. Valoresdeactividad especifica de CysAP desinaptosomasdecorteza frontal deraton
y su medio de incubacién en condiciones basales (control), tras estimulacién con K* 25 mM y tras
estimulacion con K* 25 mM en presencia de etanol (EtOH) 25 mM, 50 mM y 100 mM, en un medio
de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan en nmoles de Cys-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11).
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CysAP

Sinaptosomas

He l -

Etanol

FiguralV.1.37. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de CysAP de sinaptosomasde corteza frontal deraton, incubados
en presencia de calcio en €l medio de incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Cys-3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

CysAP

Sinaptosomas

"Mr

Etanol

Figura1V.1.38. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de CysAP de sinaptosomasde corteza frontal deraton, incubados
en ausencia de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Cys-3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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CysAP

Medio de Incubacion

Etanol

FiguralV.1.39. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica basal de CysAP de &l medio de incubacion de sinaptosomas de corteza
frontal de raton, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacién. Los resultados se

expresan en nmoles de Cys-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).

CysAP

Medio de Incubacion

Etanol

FiguralV.1.40. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica basal de CysAP de el medio de incubacion de sinaptosomas de corteza
frontal de ratdn, incubados en ausencia de calcio en € medio de incubacion. Los resultados se

expresan en nmoles de Cys-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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CysAP

Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.41. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica de CysAP de sinaptosomas de corteza frontal deraton estimulados con
K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en €l medio de incubacion. Los resultados se expresan
en nmoles de Cys-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11;
**p<0.01).

CysAP

Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.42. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica de CysAP de sinaptosomas de corteza frontal deraton estimulados con
K* 25 mM, incubados en ausencia de calcio en € medio de incubacion. Los resultados se expresan
en nmoles de Cys-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11;
*p<0.05, **p<0.01).
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CysAP

Medio de Incubacion

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.43. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica de CysAP en el medio deincubacion de sinaptosomas de corteza frontal
de raton estimulados con K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en € medio de incubacion.
Los resultados se expresan en nmoles de Cys-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de
proteina (MediatSEM; n=11; *p<0.05, **p<0.01).

CysAP

Medio de Incubacion

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.44. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica de CysAP en el medio deincubacion de sinaptosomas de corteza frontal
deratén estimulados con K* 25 mM, incubados en ausencia de cal cio en el medio deincubacion. Los
resultados se expresan en nmol es de Cys-R3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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1.8. EFECTO DEL ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ASPARTATO
AMINOPEPTIDASA DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA FRONTAL DE RATON, EN
CONDICIONES BASALES Y DESPOLARIZANTES. INFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos del etanol, en presencia o ausencia de calcio en el
medio, sobre la actividad especifica basal de AspAP de sinaptosomas de corteza
frontal de ratén y su medio de incubacion, muestra los siguientes resultados: En
singptosomas y en presencia de calcio, €l etanol produce una disminucion dosis-
dependiente de esta actividad enzimética (tabla 1V.1.15,, figura IV.1.45.). Asi, la
concentracion 25 mM de etanol provoca una inhibicién significativa (p<0.01) del
18.77% con respecto a control, la concentracion 50 mM produce una disminucién
de esta actividad enzimética del 38.57% (p<0.01), mientras que etanol 100 mM
provoca unainhibicion del 49.15% (p<0.01) delaactividad AspAP. En ausenciade
calcio el etanol también produce unadisminucion de la actividad especificabasal de
ASPAP (tabla IV.1.15,, figura 1V.1.46.). Asi, la concentracién 25 mM de etanol
provoca unainhibicion significativa (p<0.01) del 52.10% con respecto al contral, la
concentracion 50 mM produce una disminucion de esta actividad enzimética del
59.05% (p<0.01), mientras que etanol 100 mM provoca unainhibicion del 46.62%
(p<0.01) de la actividad especifica de AspAP.

En el medio de incubacion y en presencia de calcio, € etanol produce un
comportamiento diferencial de laactividad especificabasal de AspAP dependiendo
de la concentracion de etanol utilizada (tabla 1V.1.15,, figura 1V.1.47.). Asi, la
concentracion 25 mM de etanol provoca un incremento significativo (p<0.01) del
42.19% con respecto al control, mientras que la concentracion 50 mM y 100 mM de
etanol no produce modificacion significativa alguna de esta actividad AspAP en e
medio de incubacién. En ausencia de calcio € etanol también produce un
comportamiento diferencial de la actividad especificabasal de AspAP dependiendo
de la concentracion utilizada (tabla 1V.1.15., figura 1V.1.48.). Asi, la concentracion
25 mM de etanol no provoca modificacion significativa alguna con respecto a
control, la concentracién 50 mM produce un aumento de esta actividad enzimatica
del 22.91% (p<0.05), mientras que etanol 100 mM provoca una inhibicion del
53.52% (p<0.01) de la actividad especifica de AspAP en el medio de incubacion.

El andlisis de los efectos del etanol y lainfluencia del calcio en el medio,
sobre la actividad especifica basal de AspAP de sinaptosomas de corteza frontal de
raton y su medio de incubacion, tras la estimulacion con K* 25 mM muestra los
siguientes resultados. En sinaptosomas'y en presenciade calcio, el estimulo con K*
25 mM aumentasignificativamente (p<0.01) estaactividad enzimaticaen un 24.91%
(tabla 1V.1.16., figura 1V.1.49.). En ausencia de calcio, el estimulo con K* 25 mM
también aumenta significativamente (p<0.01) laactividad AspAP en un 20.11% con
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respecto a control (tabla 1V.1.16., figura 1V.1.50.). La incubacion simultanea de
sinaptosomas con K* 25 mM y etanol en presencia de calcio produce un
comportamiento diferencial de la actividad especificabasal de AspAP dependiendo
delaconcentraciondeetanol utilizada(tablalV.1.16., figuralV.1.49.). Asi, anteestas
condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM de etanol no provoca
modificacién significativa alguna con respecto al control, la concentracion 50 mM

produce unadisminuci6n de estaactividad enziméticadel 15.36% (p<0.01), mientras
queetanol 100 mM no provocavariacion significativaa gunadelaactividad AspAP.

En ausencia de calcio, laincubacion simultanea de sinaptosomas con K* 25 mM y
etanol también produce un comportamiento diferencial de la actividad especifica
basal de AspAP dependiendo delaconcentracion de etanol utilizada (tabla 1V.1.16.,
figuralV.1.50.). Asi, anteestas condiciones despol arizantes, laconcentracion 25 mM

de etanol provoca un incremento significativo (p<0.01) del 12.98% con respecto a

control, mientrasqueetanol 50 mM y 100 mM provocaunadisminucion significativa
(p<0.01) del 25.78% y 18.65% respectivamente y con respecto a control en la
actividad especifica de AspAP.

En el medio de incubacién y en presencia de calcio, € estimulo con K* 25
mM aumenta significativamente (p<0.01) esta actividad enzimatica en un 231.88%
(tabla1V.1.16., figura IV.1.51.). Por €l contrario, en ausencia de calcio, el estimulo
con K* 25 mM disminuye significativamente (p<0.01) la actividad AspAP con
respecto a control en el medio de incubacion en un 22.47% (tabla 1V.1.16., figura
IV.1.52.). La incubacion ssimultanea con K* 25 mM y etanol en presenciade calcio
produce un comportamiento diferencial de la actividad especifica basal de AspAP
dependiendo dela concentracién de etanol utilizada (tabla1Vv.1.16., figuralV.1.51.).
Asi, ante estas condiciones despolarizantes, la concentracién 25 mM de etanol no
provoca modificacién significativa alguna con respecto a control, la concentracion
50 mM produce un aumento de esta actividad enzimética del 18.70% (p<0.05),
mientras que etanol 100 mM no provoca modificacion significativa alguna de la
actividad AspAP. En ausencia de calcio laincubacién simultanea con K* 25 mM y
etanol también produce un comportamiento diferencial de la actividad especifica
basal de AspAP dependiendo de la concentracion de etanol utilizada (tabla 1V.1.16.,
figuralV.1.52.). Asi, anteestascondicionesdespol arizantes, laconcentracion 25 mM
de etanol no provoca modificacion significativa alguna con respecto al control, la
concentracion 50 mM produce un aumento de esta actividad enziméticadel 17.18%
(p<0.01), mientras que etanol 100 mM no provocamodificacion significativaaguna
de la actividad especifica de AspAP en el medio de incubacion.
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Sinaptosomas Medio deincubacioén
Con Calcio | SinCalcio | Con Calcio Sin calcio
Control 2.93+0.044 5.47+0.128 9.41+0.372 4.54+0.133
EtOH 25 mM 2.38+0.032 2.62+0.062 | 13.38+0.356 | 5.03+0.243
EtOH 50 mM 1.80+0.040 2.24+0.590 | 10.19+0.321 | 5.58+0.405
EtOH 100 mM 1.49+0.039 2.92+0.112 9.98+0.249 2.11+0.145

TablalV.1.15. Valoresbasal esde actividad especifica de AspAP de sinaptosomas de corteza frontal
de ratdn y su medio de incubacién en condiciones control y en presencia de etanol (EtOH) 25 mM,
50 mM y 100 mM en un medio deincubacién con o sin calcio. Los resultados se expresan en nmoles
de Asp-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11).

Sinaptosomas Medio de incubacion

Con Calcio Sin Calcio Con Calcio Sin Calcio
Control 2.93+0.044 5.47+0.128 9.41+0.372 454+0.133
K* 25 mM 3.66+0.143 6.57+0.254 | 31.23+0.628 | 3.52+0.239
K*25mM +
EtOH 25 mM 3.14+0.125 6.18+0.096 | 10.88+0.229 | 3.97+0.152
K*25mM +
EtOH 50 mM 2.48+0.092 4.06£0.098 | 11.17+0.308 | 5.32+0.152
K*25mM +
EtOH 100 mM 2.98+0.086 4.45+0.196 9.73+0.497 4.25+0.160

TablalV.1.16. Valoresdeactividad especifica de AspAP de sinaptosomasde corteza frontal deraton
y su medio de incubacién en condiciones basales (contral), tras estimulacion con K* 25 mM y tras
estimulacion con K+ 25 mM en presencia de etanol (EtOH) 25 mM, 50 mM y 100 mM, en un medio
de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan en nmoles de Asp-R-naftilamida
hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11).
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AspAP

Sinaptosomas
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Etanol

FiguralV.1.45. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de AspAP de sinaptosomasde corteza frontal deraton, incubados
en presencia de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Asp-3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

AspAP

Sinaptosomas

mﬁﬁﬁ

Etanol

Figura1V.1.46. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de AspAP de sinaptosomas de corteza frontal deraton, incubados
en ausencia de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Asp-3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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AspAP

Medio de Incubacion

Etanol

FiguralV.1.47. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica basal de AspAP en &l medio de incubacion de sinaptosomas de corteza
frontal de raton, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacién. Los resultados se

expresan en nmoles de Asp-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).

AspAP

Medio de Incubacion

Etanol

FiguralV.1.48. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica basal de AspAP en el medio de incubacion de sinaptosomas de corteza
frontal de ratdn, incubados en ausencia de calcio en € medio de incubacion. Los resultados se

expresan en nmoles de Asp-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11;*p<0.05, **p<0.01).
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AspAP

Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.49. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica de AspAP de sinaptosomas de corteza frontal deraton estimulados con
K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en €l medio de incubacion. Los resultados se expresan
en nmoles de Asp-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11;
**p<0.01).

AspAP

Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.50. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica de AspAP de sinaptosomas de corteza frontal deraton estimulados con
K* 25 mM, incubados en ausencia de calcio en € medio de incubacion. Los resultados se expresan
en nmoles de Asp-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11;
**n<0.01).
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AspAP

Medio de Incubacion

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.51. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica de AspAP en el medio deincubacion de sinaptosomas de corteza frontal
de raton estimulados con K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en €l medio de incubacion.
Los resultados se expresan en nmoles de Asp-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de
proteina (MediatSEM; n=11;*p<0.05, **p<0.01).

AspAP

Medio de Incubacion

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.52. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica de AspAP en el medio deincubacion de sinaptosomas de corteza frontal
deraton estimulados con K* 25 mM, incubados en ausencia de calcio en el medio deincubacién. Los
resultados se expresan en nmol es de Asp-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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1.9. EFECTO DEL ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE GLUTAMATO
AMINOPEPTIDASA DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA FRONTAL DE RATON, EN
CONDICIONES BASALES Y DESPOLARIZANTES. INFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de |os efectos del etanol, en presencia o ausencia de calcio en el
medio, sobre la actividad especifica basal de GIUAP de sinaptosomas de corteza
frontal de ratén y su medio de incubacion, muestra los siguientes resultados: En
sinaptosomas y en presencia de calcio, € etanol produce una disminucion dosis-
dependiente de esta actividad enzimética (tabla 1V.1.17., figura IV.1.53.). Asi, la
concentracion 25 mM de etanol provoca una inhibicion significativa (p<0.01) del
49.15% con respecto al control, la concentracion 50 mM produce una disminucion
de esta actividad enzimética del 54.25% (p<0.01), mientras que etanol 100 mM
provoca unainhibicion del 65.31% (p<0.01) de laactividad GIUAP. En ausenciade
calcio e etanol produce una disminucion de la actividad especifica basal de GIUAP
(tablalVv.1.17., figuralV.1.54.). Asi, laconcentracion 25 mM de etanol provocauna
inhibicion significativa(p<0.01) del 45.45% conrespectoal control, laconcentracion
50 mM produce una disminucion de esta actividad enzimatica del 54.08% (p<0.01),
mientras que etanol 100 mM provoca una inhibicion del 43.12% (p<0.01) de la
actividad especifica de GIUAP.

En el medio de incubacion y en presencia de calcio, € etanol produce una
disminucion de la actividad especifica basal de GIUAP (tabla 1V.1.17., figura
IV.1.55.). Asi, laconcentracién 25 mM de etanol provocaunainhibicion significativa
(p<0.05) del 18.80% con respecto & control, la concentracién 50 mM produce una
disminucion de esta actividad enzimética del 70.30% (p<0.01), mientras que etanol
100 mM provoca unainhibicién del 49.62% (p<0.01) de la actividad GIUAP en €l
medio de incubacién. Por € contrario, en ausencia de calcio el etanol produce un
comportamiento diferencial de la actividad especifica basal de GIuAP dependiendo
de la concentracion utilizada (tabla 1V.1.17., figura 1V.1.56.). Asi, la concentracion
25 mM de etanol no provoca modificacion significativa alguna con respecto a
control, la concentracién 50 mM produce un aumento de esta actividad enzimatica
del 24.39% (p<0.01), mientras que etanol 100 mM provoca una inhibicion del
41.06% (p<0.01) de la actividad especifica de GIUAP en el medio de incubacion.

El andlisis de los efectos del etanol y lainfluencia del calcio en el medio,
sobre la actividad especifica basal de GIUAP de sinaptosomas de corteza frontal de
raton y su medio de incubacion, tras la estimulacion con K* 25 mM muestra los
siguientes resultados. En sinaptosomas'y en presenciade calcio, el estimulo con K*
25 mM aumentasignificativamente (p<0.01) estaactividad enzimaticaen un 27.55%
(tabla 1V.1.18., figura 1V.1.57.). En ausencia de calcio, el estimulo con K* 25 mM
también aumenta significativamente (p<0.05) la actividad GIUAP en un 4.90% con
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respecto a control (tabla 1V.1.18., figura IV.1.58.). La incubacién simultanea de
sinaptosomas con K* 25 mM y etanol en presencia de calcio produce un
comportamiento diferencial de la actividad especificabasal de GIuAP dependiendo
delaconcentracion deetanol utilizada(tablalV.1.18., figuralV.1.57.). Asi, anteestas
condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM de etanol provoca un
incremento significativo (p<0.05) del 20.41% con respecto al control, mientras que
laconcentracion 50 mM y 100 mM no produce modificacion significativaagunade
laactividad GIUAP. En ausenciade cal cio, laincubaci 6n simultanea de sinaptosomas
con K* 25 mM vy etanol también produce un comportamiento diferencial de la
actividad especifica basal de GIUAP dependiendo de la concentracion de etanol
utilizada(tablalV.1.18., figuralV.1.58.). Asi, anteestas condicionesdespol ari zantes,
laconcentracion 25 mM de etanol provoca un incremento significativo (p<0.01) del
11.89% con respecto a control, mientras que etanol 50 mM y 100 mM provocauna
disminucion significativa (p<0.01) del 30.30% y 18.88% respectivamente y con
respecto al control de la actividad especifica de GIUAP.

En el medio de incubacién y en presencia de calcio, € estimulo con K* 25
mM aumenta significativamente (p<0.01) esta actividad enzimética en un 70.43%
(tabla 1V.1.18., figura 1V.1.59.). En ausencia de calcio, el estimulo con K* 25 mM
también aumenta significativamente (p<0.01) la actividad GIUAP con respecto al
control en el medio deincubacién en un 28.64% (tabla 1V.1.18., figuralV.1.60.). La
incubacion simultdnea con K* 25 mM y etanol en presencia de calcio produce un
comportamiento diferencial de la actividad especifica de GIUAP dependiendo de la
concentracion de etanol utilizada (tabla 1V.1.18., figura IV.1.59.). Asi, ante estas
condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM de etanol no provoca
modificacién significativa alguna con respecto al control, la concentracion 50 mM
produce un aumento de esta actividad enzimatica del 8.02% (p<0.01), mientras que
etanol 100 mM provoca una inhibicion del 7.02% (p<0.01) de la actividad GIUAP.
Por e contrario, en ausencia de calcio la incubacion simultdnea con K* 25 mM y
etanol produce una disminucién de la actividad especifica basal de GIUAP (tabla
IV.1.18., figura 1V.1.60.). Asi, ante estas condiciones despolarizantes, la
concentracion 25 mM de etanol provoca una inhibicién significativa (p<0.01) del
58.33% con respecto a control, la concentracion 50 mM produce una disminucioén
de esta actividad enzimética del 59.39% (p<0.01), mientras que etanol 100 mM
provoca unainhibicion del 50.30% (p<0.01) de la actividad especificade GIuUAP en
el medio de incubacion.

Pagina 184



RESULTADOS

Sinaptosomas Medio deincubacioén
Con Calcio | SinCalcio | Con Calcio Sin calcio
Control 5.88+0.156 4.29+0.138 3.99+0.116 6.60+0.184
EtOH 25 mM 2.99+0.086 2.34+0.076 3.24+0.159 7.02+0.175
EtOH 50 mM 2.69+0.100 1.97+0.057 1.19+0.156 8.21+0.546
EtOH 100 mM 2.04+0.050 2.44+0.069 1.98+0.118 2.71+£0.072

TablalV.1.17. Valoresbasal esde actividad especifica de GIUAP de sinaptosomas de corteza frontal
de ratdn y su medio de incubacién en condiciones control y en presencia de etanol (EtOH) 25 mM,
50 mM y 100 mM en un medio deincubacién con o sin calcio. Los resultados se expresan en nmoles
de Glu-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11).

Sinaptosomas Medio de incubacion

Con Calcio Sin Calcio Con Calcio Sin Calcio
Control 5.88+0.156 4.29+0.138 3.99+0.116 6.60+0.184
K* 25 mM 7.50+0.254 4.50+0.066 6.80+0.047 8.49+0.101
K*25mM +
EtOH 25 mM 7.08+0.275 4.80+0.051 4.00+0.062 2.75+0.062
K*25mM +
EtOH 50 mM 6.01+0.417 2.99+0.062 4.31+0.051 2.68+0.068
K*25mM +
EtOH 100 mM 6.72+0.114 3.48+0.043 3.71+0.055 3.28+0.146

TablalV.1.18. Valoresdeactividad especifica de GIUAP de sinaptosomasde corteza frontal deraton
y su medio de incubacién en condiciones basales (contral), tras estimulacion con K* 25 mM y tras
estimulacion con K+ 25 mM en presencia de etanol (EtOH) 25 mM, 50 mM y 100 mM, en un medio
de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan en nmoles de Glu--naftilamida
hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11).
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GIuAP

Sinaptosomas

B e

Etanol

FiguralV.1.53. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrelaactividad especifica basal de GIUAP de sinaptosomas de corteza frontal deratén, incubados
en presencia de calcio en el medio de incubacién. Los resultados se expresan en nmoles de Glu-3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

GIuAP

Sinaptosomas

“FrY

Etanol

FiguralV.1.54. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrelaactividad especifica basal de GIUAP de sinaptosomas de corteza frontal deratén, incubados
en ausencia de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Glu-[3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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GIuAP

Medio de Incubacion

Etanol

FiguralV.1.55. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica basal de GIUAP en &l medio de incubacion de sinaptosomas de corteza
frontal de raton, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacién. Los resultados se

expresan en nmoles de Glu-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; *p<0.05, **p<0.01).

GIuAP

Medio de Incubacion

Etanol

FiguralV.1.56. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica basal de GIUAP en el medio de incubacion de sinaptosomas de corteza
frontal de ratdn, incubados en ausencia de calcio en € medio de incubacion. Los resultados se

expresan en nmoles de Glu-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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GIuAP

Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.57. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica de GIUAP de sinaptosomas de corteza frontal derat6n estimulados con
K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en €l medio de incubacion. Los resultados se expresan
en nmoles de Glu-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11;
*p<0.05; **p<0.01).

GIuAP

Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.58. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica de GIUAP de sinaptosomas de corteza frontal deraton estimulados con
K* 25 mM, incubados en ausencia de calcio en € medio de incubacion. Los resultados se expresan
en nmoles de Glu-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11;
*p<0.05, **p<0.01).
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GIuAP

Medio de Incubacion

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.59. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica de GIUAP en el medio deincubacion de sinaptosomas de corteza frontal
de raton estimulados con K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en € medio de incubacion.
Los resultados se expresan en nmoles de Glu-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de
proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

GIuAP

Medio de Incubacion

K* 25 mM + Etanol

Figura1V.1.60. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrelaactividad especifica de GIUAP en el medio deincubacién de sinaptosomas de corteza frontal
deratén estimulados con K* 25 mM, incubados en ausencia de cal cio en el medio deincubacion. Los
resultados se expresan en nmol es de Glu-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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1.10. EFECTO DEL ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE
PIROGLUTAMATO AMINOPEPTIDASA DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA FRONTAL
DE RATON, EN CONDICIONES BASALES Y DESPOLARIZANTES. INFLUENCIA DEL
CALclIO.

El andlisis de los efectos del etanol, en presencia o ausencia de calcio en el
medio, sobre la actividad especifica basal de pGIUAP de sinaptosomas de corteza
frontal de ratén y su medio de incubacion, muestra los siguientes resultados: En
sinaptosomas y en presencia de calcio, € etanol produce una disminucion dosis-
dependiente de esta actividad enzimatica (tabla 1V.1.19,, figura 1V.1.61.). Asi, la
concentracion 25 mM de etanol provoca una inhibicién significativa (p<0.01) del
45.68% con respecto a control, la concentracion 50 mM produce una disminucion
de esta actividad enzimatica del 46.07% (p<0.01), mientras que etanol 100 mM
provocaunainhibicién del 55.85% (p<0.01) delaactividad pGIUAP. En ausenciade
calcio el etanol produce unadisminucion delaactividad especificabasal de pGIUAP
(tablalV.1.19,, figuralV.1.62.). Asi, laconcentracion 25 mM de etanol provocauna
inhibicion significativa(p<0.01) del 49.77% conrespectoal control, laconcentracion
50 mM produce una disminucién de esta actividad enzimatica del 55.12% (p<0.01),
mientras que etanol 100 mM provoca una inhibicion del 46.28% (p<0.01) de la
actividad especifica de pGIUAP.

En el medio de incubacién y en presencia de calcio, e etanol produce un
comportamiento diferencial delaactividad especificabasal de pGluA P dependiendo
de la concentracion utilizada (tabla 1V.1.19,, figura IV.1.63.). Asi, la concentracion
25 mM de etanol no provoca modificacion significativa alguna con respecto a
control, la concentracién 50 mM produce una disminucion de esta actividad
enziméticadel 40.55% (p<0.01), mientrasqueetanol 100 MM provocaunainhibicion
del 21.87% (p<0.05) delaactividad pGluAP en el medio deincubacién. En ausencia
de calcio e etanol también produce un comportamiento diferencial de la actividad
especificabasal de pGluA P dependiendo delaconcentracion utilizada(tablalV.1.19.,
figura 1V.1.64.). Asi, la concentracion 25 mM de etanol provoca un incremento
significativo (p<0.01) del 21.43% con respecto al control, la concentracion 50 mM
produce un aumento de esta actividad enziméticadel 33.33% (p<0.01), mientrasque
etanol 100 mM provoca una inhibicién del 58.53% (p<0.01) de la actividad
especifica de pGIUAP en el medio de incubacion.

El andlisis de los efectos ddl etanol y lainfluencia del calcio en el medio,
sobre la actividad especificabasal de pGluAP de sinaptosomas de corteza frontal de
raton y su medio de incubacion tras, la estimulacion con K* 25 mM muestra los
siguientes resultados. En sinaptosomas'y en presenciade calcio, el estimulo con K*
25 mM no modifica significativamente esta actividad enzimética (tabla 1V.1.20.,
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figura 1V.1.65.). Por el contrario, en ausencia de calcio, € estimulo con K* 25 mM
aumenta significativamente (p<0.05) laactividad pGluAP en un 9.77% con respecto
al control (tablalV.1.20., figuralV.1.26.). Laincubacion simultaneade sinaptosomas
con K* 25 mM y etanol en presencia de calcio produce una disminucion de la
actividad especificabasal de pGIuAP (tabla1V.1.20., figuralV.1.65.). Asi, ante estas
condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM de etanol provoca una
inhibicion significativa(p<0.01) del 43.76% conrespectoal control, laconcentracion
50 mM produce una disminucién de esta actividad enzimatica del 44.53% (p<0.01),
mientras que etanol 100mM provoca una inhibicion del 7.49% (p<0.05) de la
actividad pGIUAP. Por e contrario, en ausencia de calcio, laincubacion simultanea
de singptosomas con K* 25 mM produce un comportamiento diferencial de la
actividad especifica basal de pGIUAP dependiendo de la concentracién de etanol
utilizada(tabla1V.1.20., figuralV.1.66.). Asi, ante estas condiciones despol arizantes,
laconcentracion 25 mM de etanol provoca un incremento significativo (p<0.01) del
22.56% con respecto al control, mientras que etanol 50 mM y 100 mM provoca una
disminucién significativa (p<0.01) del 26.51% y 16.74% respectivamente y con
respecto al control de la actividad especifica de pGIUAP.

En el medio de incubacién y en presencia de calcio, €l estimulo con K* 25
mM aumenta significativamente (p<0.01) esta actividad enzimética en un 102.55%
(tabla 1V.1.20., figura IV.1.67.). Por € contrario, en ausencia de calcio, € estimulo
con K* 25 mM disminuye significativamente (p<0.01) la actividad pGIUAP con
respecto a control en el medio de incubacion en un 28.57% (tabla 1V.1.20., figura
1V.1.28.). La incubacion simultanea con K* 25 mM y etanol en presenciade calcio
produce un comportamiento diferencial de la actividad especifica basal de pGIUAP
dependiendo delaconcentracion de etanol utilizada(tabla 1V.1.20., figuralV.1.67.).
Asi, ante estas condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM de etanol no
provoca modificacién significativa alguna con respecto a control, la concentracion
50 mM produce una disminucién de esta actividad enziméatica del 45.01% (p<0.01),
mientras que etanol 100 mM provoca una inihibicion del 27.81% (p<0.01) de la
actividad pGIuAP. En ausenciade calcio laincubacion simulténeacon K* 25 mM y
etanol también produce un comportamiento diferencial de la actividad especifica
basal de pGluA P dependiendo delaconcentracion de etanol utilizada (tablaV.1.20.,
figuralV.1.68.). Asi, en estas condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM
de etanol provoca unainhibicion significativa (p<0.01) del 48.41% con respecto a
control, la concentracién 50 mM no produce modificacion significativa de esta
actividad enzimética, mientras que etanol 100 mM provoca un incremento del
38.10% (p<0.01) de la actividad especifica de pGIUAP en € medio de incubacion.
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Sinaptosomas Medio deincubacioén
Con Calcio | SinCalcio | Con Calcio Sin calcio
Control 5.21+0.083 4.30+0.150 4.71+0.186 5.04+0.118
EtOH 25 mM 2.83+0.052 2.16+0.061 4.04+0.182 6.12+0.211
EtOH 50 mM 2.81+0.130 1.93+0.052 2.80+0.158 6.72+0.259
EtOH 100 mM 2.30+0.064 2.31+0.046 3.68+0.241 2.09+0.037

Tabla IV.1.19. Valores basales de actividad especifica de pGIUAP de sinaptosomas de corteza
frontal de ratén y su medio de incubacion en condiciones control y en presencia de etanol (EtOH)
25 mM, 50 mM y 100 mM en un medio de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan
en nmolesde pGlu-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg deproteina (MediatSEM; n=11).

Sinaptosomas Medio deincubacién

Con Calcio Sin Calcio Con Calcio Sin Calcio
Control 5.21+0.083 4.30+0.150 | 4.71+0.186 5.04+0.118
K* 25 mM 5.06+0.113 4.72+0.163 9.54+0.382 3.60+0.154
K*25mM +
EtOH 25 mM 2.93+0.133 5.27+0.113 5.17+0.308 2.60+0.489
K*25mM +
EtOH 50 mM 2.89+0.062 3.16+0.122 2.59+0.054 4.73+0.453
K*25mM +
EtOH 100 MM 4.82+0.169 3.58+0.148 3.40+0.207 6.96+0.173

Tabla IV.1.20. Valores de actividad especifica de pGIUAP de sinaptosomas de corteza frontal de
raton y su medio de incubacion en condiciones basales (control), tras estimulacion con K* 25 mM
y tras estimulacién con K* 25 mM en presencia de etanol (EtOH) 25 mM, 50 mM y 100 mM, en un
medio de incubacién con o sin calcio. Los resultados se expresan en nmoles de pGlu-3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11).
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PGIuAP

Sinaptosomas

Etanol

Figura1V.1.61. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica basal de pGIuAP de sinaptosomas de corteza frontal de raton,
incubados en presencia de calcio en €l medio de incubaciédn. Los resultados se expresan en nmoles
de pGlu-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11;
**p<0.01).

pGluAP

Sinaptosomas

[

Etanol

Figura1V.1.62. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica basal de pGIuAP de sinaptosomas de corteza frontal de raton,
incubados en ausencia de calcio en € medio de incubacion. Los resultados se expresan en nmoles
de pGlu-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11;
**p<0.01).
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PGIuAP

Medio de Incubacion

Etanol

FiguralV.1.63. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de pGIuAP en el medio deincubacién de sinaptosomas de corteza
frontal de raton, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacién. Los resultados se

expresan en nmoles de pGlu-G-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; *p<0.05, **p<0.01).

pGluAP

Medio de Incubacion

Etanol

Figura|V.1.64. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrelaactividad especifica basal de pGluAP en el medio deincubacién de sinaptosomas de corteza
frontal de ratdn, incubados en ausencia de calcio en €l medio de incubacion. Los resultados se

expresan en nmoles de pGlu-G-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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PGIuAP

Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

Figura|V.1.65. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica de pGIUAP de sinaptosomas de corteza frontal deratdn estimuladoscon
K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en € medio de incubacion. Los resultados se expresan
en nmoles de pGlu-R-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina (MediatSEM; n=11;
*p<0.05, **p<0.01).

pGluAP

Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.66. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica de pGIUAP de sinaptosomas de corteza frontal deratén estimuladoscon
K* 25 mM, incubados en ausencia de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se expresan
en nmoles de pGlu-R-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina (MediatSEM; n=11;
*p<0.01; **p<0.01).
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PGIuAP

Medio de Incubacion

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.67. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica de pGIUAP en el medio de incubacién de sinaptosomas de corteza
frontal de ratdn estimulados con K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en € medio de

incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de pGlu-3-naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

pGluAP

Medio de Incubacion

K* 25 mM + Etanol

FiguraV.1.68. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobre la actividad especifica de pGIUAP en el medio de incubacién de sinaptosomas de corteza
frontal de ratén estimulados con K* 25 mM, incubados en ausencia de calcio en € medio de

incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de pGlu-3-naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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1.11. EFECTO DEL ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LEUCINA
AMINOPEPTIDASA DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA FRONTAL DE RATON, EN
CONDICIONES BASALESY DESPOLARIZANTES. INFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos del etanol, en presencia o ausencia de calcio en el
medio, sobre la actividad especifica basal de LeuAP de sinaptosomas de corteza
frontal de ratén y su medio de incubacion, muestra los siguientes resultados: En
singptosomas y en presencia de calcio, el etanol produce un comportamiento
diferencia de esta actividad enzimética dependiendo de la concentracion utilizada
(tablalV.1.21., figuralV.1.69.). Asi, laconcentracion 25 mM de etanol provocauna
inhibicion significativa(p<0.01) del 24.55% conrespectoal control, laconcentracién
50 mM produce un incremento de esta actividad enzimatica del 104.09% (p<0.01),
mientras que etanol 100 mM provoca una inhibicion del 36.82% (p<0.01) de la
actividad LeuAP. Por € contrario, en ausencia de calcio el etanol produce una
inhibicion delaactividad especificabasal deLeuAP (tablalV.1.21., figuralV.1.70.).
Asi, etanol 25 mM provoca una inhibicién significativa (p<0.01) del 57.50% con
respecto a control, la concentracién 50 mM produce una disminucion de esta
actividad enzimética del 4.07% (p<0.05), mientras que etanol 100 mM provoca una
inhibicién del 37.56% (p<0.01) de la actividad especifica de LeuAP.

En e medio de incubacion y en presencia de calcio, €l etanol produce una
disminucion de la actividad especifica basal de LeuAP (tabla IV.1.21., figura
IV.1.71.). Asi, laconcentracion 25 mM de etanol provocaunainhibicion significativa
(p<0.01) del 30.54% con respecto a control, la concentracién 50 mM produce una
disminucion de esta actividad enzimatica del 22.91% (p<0.01), mientras que etanol
100 mM provoca unainhibicion del 26.15% (p<0.01) de la actividad LeuAP en el
medio de incubacion. En ausencia de calcio, € etanol también produce una
disminucion de la actividad especifica basal de LeuAP (tabla IV.1.21., figura
IV.1.72.). Asi, etanol 25 mM provoca una inhibicion significativa (p<0.01) del
48.94%, la concentracion 50 mM produce una disminucion de esta actividad
enziméticadel 47.56% (p<0.01), mientrasqueetanol 100 MM provocaunainhibicion
del 51.14% (p<0.01) delaactividad especificade LeuAP en el medio de incubacion.

El andlisis de los efectos ddl etanol y lainfluencia del calcio en el medio,
sobre la actividad especifica basal de LeuAP de sinaptosomas de corteza frontal de
raton y su medio de incubacion, tras la estimulacion con K* 25 mM muestra los
siguientes resultados. En sinaptosomas'y en presenciade calcio, el estimulo con K*
25 mM no modifica significativamente esta actividad enzimética (tabla 1V.1.22.,
figura 1V.1.73.). Por el contrario, en ausencia de calcio, e estimulo con K* 25 mM
aumentasignificativamente (p<0.01) laactividad LeuAP en un 13.94% con respecto
al control (tablalV.1.22., figuralV.1.74.). Laincubacion simultaneade sinaptosomas
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con K* 25 mM y etanol en presencia de calcio produce una disminucién dosis-
dependiente de la actividad especifica basal de LeuAP (tabla 1V.1.22., figura
IV.1.73.). Asi, ante estas condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM de
etanol provoca una inhibicion significativa (p<0.01) del 10.45% con respecto a
control, la concentracién 50 mM produce una disminucion de esta actividad
enziméticadel 28.03% (p<0.01), mientrasque etanol 100mM provocaunainhibicion
del 55.15% (p<0.01) de la actividad LeuAP. Por €l contrario, en ausenciade calcio,
la incubacion simultanea de sinaptosomas con K* 25 mM y etanol produce un
comportamiento diferencial de la actividad especifica basal de LeuAP dependiendo
delaconcentraciondeetanol utilizada(tablalV.1.22., figuralV.1.74.). Asi, anteestas
condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM de etanol provoca un
incremento  significativo (p<0.01) del 18.49% con respecto a control, la
concentracion 50 mM produce una disminucion de esta actividad enzimética del
11.42% (p<0.01), mientras que etanol 100 mM provoca un incremento del 28.85%
(p<0.01) de la actividad especificade LeuAP.

En el medio de incubacién y en presencia de calcio, €l estimulo con K* 25
mM aumenta significativamente (p<0.01) esta actividad enziméatica en un 14.75%
(tabla1Vv.1.22., figura IV.1.75.). Por € contrario, en ausencia de calcio, € estimulo
con K* 25 mM disminuye significativamente (p<0.01) la actividad LeuAP en un
46.50% con respecto al control en el medio de incubacion (tabla 1V.1.22., figura
IV.1.76.). La incubacion simultanea con K* 25 mM y etanol en presenciade calcio
produce un comportamiento diferencial de la actividad especifica basal de LeuAP
dependiendo de laconcentracion de etanol utilizada(tabla 1V.1.22., figuralV.1.75.).
Asi, ante estas condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM de etanol
provoca un incremento significativo (p<0.01) del 29.60% con respecto al control, la
concentracién 50 mM no produce modificacion significativa de esta actividad
enzimética, mientrasque etanol 100 mM provocaunainhibiciéndel 35.25% (p<0.01)
de la actividad LeuAP. Por el contrario, en ausencia de calcio la incubacion
simultdnea con K* 25 mM y etanol provoca una disminucién de la actividad
especificabasal deLeuAP (tablalV.1.22., figuralV.1.76.). Asi, en estas condiciones
despolarizantes, la concentracion 25 mM de etanol provoca una inhibicion
significativa (p<0.01) del 16.83% con respecto a control, la concentracion 50 mM
produce unadisminucién de estaactividad enzimaticadel 46.50% (p<0.01), mientras
que etanol 100 mM provoca una inhibicién del 37.80% (p<0.01) de la actividad
especifica de LeuAP en e medio de incubacién.
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Sinaptosomas Medio deincubacioén
Con Calcio | SinCalcio | Con Calcio Sin calcio
Control 6.60£0.070 | 10.33+0.149 | 9.56+0.388 | 12.30+0.299
EtOH 25 mM 4.98+0.068 4.39+0.052 6.64+0.210 6.28+0.287
EtOH 50 mM 13.47+0.250 | 9.91+0.150 7.37+0.257 6.45+0.194
EtOH 100 mM 4.17+0.087 6.45+0.091 7.0620.306 6.01+0.336

TablalV.1.21. Valoresbasal esde actividad especifica de LeuAP de sinaptosomas de corteza frontal
de rat6n y su medio de incubacién en condiciones control y en presencia de etanol (EtOH) 25 mM,
50 mM y 100 mM en un medio deincubacién con o sin calcio. Los resultados se expresan en nmoles
de Leu-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11).

Sinaptosomas Medio de incubacion

Con Calcio Sin Calcio Con Calcio Sin Calcio
Control 6.60+0.070 | 10.33+0.149 | 9.56+0.388 | 12.30+0.299
K* 25 mM 6.57+0.093 | 11.77+0.102 | 10.97+0.391 | 6.58+0.150
K*25mM +
EtOH 25 mM 5.91+0.075 | 12.24+0.294 | 12.39+0.262 | 10.23+0.400
K*25mM +
EtOH 50 mM 4.75+0.058 9.15+0.185 | 10.28+0.246 | 6.58+0.138
K*25mM +
EtOH 100 mM 2.96+0.037 | 13.31+0.169 | 6.19+0.203 | 7.65+0.292

TablalV.1.22. Valoresdeactividad especifica de LeuAP de sinaptosomasdecorteza frontal deratdn
y su medio de incubacién en condiciones basales (contral), tras estimulacién con K* 25 mM y tras
estimulacion con K* 25 mM en presencia de etanol (EtOH) 25 mM, 50 mM y 100 mM, en un medio
de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan en nmoles de Leu-R3-naftilamida
hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11).
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LeuAP

Sinaptosomas

Etanol

FiguraV.1.69. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de LeuAP de sinaptosomas de corteza frontal deraton, incubados
en presencia de calcio en € medio de incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Leu-[3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

LeuAP

Sinaptosomas

Etanol

FiguraV.1.70. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de LeuAP de sinaptosomas de corteza frontal deraton, incubados
en ausencia de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Leu-[3-
naftilamida hidrolizadospor minutoy por mg de proteina (MediatSEM; n=11; *p<0.05, **p<0.01).
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LeuAP

Medio de Incubacion

Etanol

FiguralV.1.71. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de LeuAP en el medio de incubacion de sinaptosomas de corteza
frontal de raton, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacién. Los resultados se

expresan en nmoles de Leu-B-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediaSEM; n=11; **p<0.01).

LeuAP

Medio de Incubacion

Etanol

FiguralV.1.72. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de LeuAP en el medio de incubacion de sinaptosomas de corteza
frontal de rat6n, incubados en ausencia de calcio en e medio de incubacion. Los resultados se

expresan en nmoles de Leu--naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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LeuAP

Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.73. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica de LeuAP de sinaptosomas de corteza frontal de ratén estimulados con
K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se expresan
en nmoles de Leu-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11;
**p<0.01).

LeuAP

Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguraV.1.74. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica de LeuAP de sinaptosomas de corteza frontal de ratén estimulados con
K* 25 mM, incubados en ausencia de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se expresan
en nmoles de Leu-R3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11;
**p<0.01).
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LeuAP

Medio de Incubacion

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.75. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrelaactividad especifica de LeuAP en €l medio deincubacién de sinaptosomas de corteza frontal
de raton estimulados con K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en € medio de incubacion.
Los resultados se expresan en nmoles de Leu-R3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de
proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

LeuAP

Medio de Incubacion

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.76. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrelaactividad especifica de LeuAP en el medio deincubacién de sinaptosomas de corteza frontal
deratén estimulados con K* 25 mM, incubados en ausencia de cal cio en el medio deincubacion. Los
resultados se expresan en nmol es de Leu-R3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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1.12. EFECTO DEL ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE TIROSINA
AMINOPEPTIDASA DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA FRONTAL DE RATON, EN
CONDICIONES BASALESY DESPOLARIZANTES. INFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos del etanol, en presencia o ausenciade calcio en €l
medio, sobre la actividad especifica basal de TyrAP de sinaptosomas de corteza
frontal de ratén y su medio de incubacion, muestra los siguientes resultados: En
singptosomas y en presencia de calcio, el etanol produce un comportamiento
diferencia de esta actividad enzimética dependiendo de la concentracion utilizada
(tablalV.1.23., figuralV.1.77.). Asi, laconcentracion 25 mM de etanol provocauna
inhibicion significativa(p<0.01) del 41.11% conrespectoal control, laconcentracion
50 mM no produce modificacion significativade estaactividad enzimética, mientras
gue etanol 100 mM provoca una inhibicion del 44.30% (p<0.01) de la actividad
TyrAP. Por € contrario, en ausenciade calcio el etanol produce una disminucion de
la actividad especifica basal de TyrAP (tabla IV.1.23., figura 1V.1.78.). Asi, etanol
25 mM provoca una inhibicion significativa (p<0.01) del 64.98% con respecto a
control, la concentracién 50 mM produce una disminucion de esta actividad
enziméticadel 28.52% (p<0.01), mientrasque etanol 100 MM provocaunainhibicion
del 47.83% (p<0.01) de laactividad especifica de TyrAP.

En e medio de incubacion y en presencia de calcio, €l etanol produce una
disminucién dosis-dependiente de la actividad especifica basal de TyrAP (tabla
IV.1.23, figura IV.1.79.). Asi, la concentracion 25 mM de etanol provoca una
inhibicion significativa(p<0.01) del 45.25% conrespectoal control, laconcentracion
50 mM produce una disminucién de esta actividad enzimatica del 49.73% (p<0.01),
mientras que etanol 100 mM provoca una inhibicion del 56.88% (p<0.01) de la
actividad TyrAP en el medio deincubacién. En ausenciade calcio, € etanol también
produce una disminucién de la actividad especificabasal de TyrAP (tabla 1V.1.23.,
figuralV.1.80.). Asi, etanol 25 mM provocaunainhibicion significativa (p<0.01) del
28.09% con respecto a control, la concentracién 50 mM produce una disminucion
de esta actividad enzimatica del 43.17% (p<0.01), mientras que etanol 100 mM
provoca unainhibicion del 32.35% (p<0.01) de la actividad especificade TyrAP en
el medio de incubacion.

El andlisisdelosefectosdel etanol y lainfluenciadel calcio en el medio sobre
laactividad especificabasal de TyrAP de sinaptosomas de cortezafrontal deratony
su medio de incubacion tras la estimulacion con K* 25 mM muestra los siguientes
resultados: En sinaptosomas y en presencia de calcio, e estimulo con K* 25 mM
disminuye significativamente (p<0.01) estaactividad enziméticaenun 17.24% (tabla
IV.1.24., figuraV.1.81.). Por €l contrario, en ausenciade calcio, € estimulo con K*
25 mM aumenta significativamente (p<0.01) la actividad TyrAP en un 8.66% con
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respecto a control (tabla 1V.1.24., figura 1V.1.82.). La incubacion simultanea de
sinaptosomascon K* 25 mM y etanol en presenciade cal cio produce unadisminucion
delaactividad especificabasal de TyrAP (tabla1V.1.24., figuralV.1.81.). Asi, ante
estas condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM de etanol provoca una
inhibicion significativa(p<0.01) del 20.69% conrespectoal control, laconcentracion
50 mM produce una disminucién de esta actividad enziméatica del 34.22% (p<0.01),
mientras que etanol 100mM provoca una inhibicion del 33.16% (p<0.01) de la
actividad TyrAP. Por €l contrario, en ausenciade calcio, laincubacion simultaneade
sinaptosomas con K* 25 mM y etanol produce un comportamiento diferencia dela
actividad especifica basal de TyrAP dependiendo de la concentracion de etanol

utilizada(tablalV.1.24., figuralV.1.82.). Asi, ante estas condi ciones despol ari zantes,
laconcentracion 25 mM de etanol provoca un incremento significativo (p<0.01) del

12.09% con respecto a control, mientras que etanol 50 mM y 100 mM produce una
disminucion del 20.58% (p<0.01) y 7.46% (p<0.05) respectivamente y con respecto
al control de la actividad especificade TyrAP.

En el medio de incubacién y en presencia de calcio, €l estimulo con K* 25
mM aumenta significativamente (p<0.01) esta actividad enzimatica en un 95.84%
(tabla1Vv.1.24., figura 1V.1.83.). Por € contrario, en ausencia de calcio, € estimulo
con K* 25 mM disminuye significativamente (p<0.01) la actividad TyrAP en un
19.59% con respecto a control en el medio de incubacién (tabla 1V.1.24., figura
1V.1.84.). La incubacion simultanea con K* 25 mM y etanol en presenciade calcio
produce un comportamiento diferencia de la actividad especifica basal de TyrAP
dependiendo de laconcentracion de etanol utilizada(tabla 1V.1.24., figuralV.1.83.).
Asi, ante estas condiciones despolarizantes, la concentracion 25 mM de etanol
provoca un incremento significativo (p<0.01) del 35.32% con respecto al control, la
concentracién 50 mM no produce modificacion significativa de esta actividad
enzimatica, mientrasqueetanol 100 mM provocaunincremento del 38.53% (p<0.01)
de la actividad TyrAP. Por e contrario, en ausencia de calcio la incubacion
simultanea con K* 25 mM vy etanol provoca un aumento de la actividad especifica
basa de TyrAP (tabla 1V.1.24., figura 1V.1.84.). Asi, en estas condiciones
despolarizantes, la concentracion 25 mM de etanol provoca un incremento
significativo (p<0.01) del 25.81% con respecto al control, la concentracién 50 mM
produce un aumento de esta actividad enziméticadel 7.73% (p<0.01), mientras que
etanol 100 mM provocaunincremento del 26.80% (p<0.01) delaactividad especifica
de TyrAP en e medio de incubacion.
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Sinaptosomas Medio deincubacioén
Con Calcio | SinCalcio | Con Calcio Sin calcio
Control 3.77+£0.047 5.54+0.110 9.37+£0.916 7.7620.204
EtOH 25 mM 2.22+0.033 1.94+0.039 5.13+0.329 5.58+0.246
EtOH 50 mM 3.84+0.055 3.96+0.091 4.71+0.299 4.41+0.244
EtOH 100 mM 2.10+0.043 2.89+0.070 4.04+0.305 5.25+0.207

TablalV.1.23. Valores basal es de actividad especifica de Tyr AP de sinaptosomas de corteza frontal
de rat6n y su medio de incubacién en condiciones control y en presencia de etanol (EtOH) 25 mM,
50 mM y 100 mM en un medio deincubacién con o sin calcio. Los resultados se expresan en nmoles
de Tyr-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11).

Sinaptosomas Medio de incubacion

Con Calcio Sin Calcio Con Calcio Sin Calcio
Control 3.77+0.047 5.54+0.110 9.37+0.916 7.76x0.204
K* 25 mM 3.12+0.049 6.02+0.095 | 18.35+0.427 | 6.24+0.207
K*25mM +
EtOH 25 mM 2.99+0.055 6.21+0.132 | 12.68+0.276 | 9.56+0.210
K*25mM +
EtOH 50 mM 2.48+0.073 4.40+0.127 8.61+0.362 8.36+0.231
K*25mM +
EtOH 100 mM 2.52+0.056 5.11+0.114 | 12.98+0.693 | 9.84+0.434

TablalV.1.24. Valoresdeactividad especifica de Tyr AP de sinaptosomasde corteza frontal deratédn
y su medio de incubacién en condiciones basales (contral), tras estimulacién con K* 25 mM y tras
estimulacion con K* 25 mM en presencia de etanol (EtOH) 25 mM, 50 mM y 100 mM, en un medio
de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan en nmoles de Tyr-R-naftilamida
hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11).
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TyrAP

Sinaptosomas

Etanol

FiguralV.1.77. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de Tyr AP de sinaptosomas de corteza frontal deraton, incubados
en presencia de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Tyr-[3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

TyrAP

Sinaptosomas

Etanol

FiguraV.1.78. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de Tyr AP de sinaptosomas de corteza frontal deraton, incubados
en ausencia de calcio en € medio de incubacién. Los resultados se expresan en nmoles de Tyr-[3-
naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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TyrAP

Medio de Incubacion

Etanol

FiguralV.1.79. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de Tyr AP en el medio de incubaci6n de sinaptosomas de corteza
frontal de raton, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacién. Los resultados se

expresan en nmoles de Tyr-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediaSEM; n=11; **p<0.01).

TyrAP

Medio de Incubacion

Etanol

Figura1V.1.80. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica basal de Tyr AP en el medio de incubacion de sinaptosomas de corteza
frontal de rat6n, incubados en ausencia de calcio en e medio de incubacion. Los resultados se

expresan en nmoles de Tyr-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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TyrAP

Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguralV.1.81. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica de Tyr AP de sinaptosomas de corteza frontal de ratén estimulados con
K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se expresan
en nmoles de Tyr-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11;
**p<0.01).

TyrAP

Sinaptosomas

K* 25 mM + Etanol

FiguraV.1.82. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica de Tyr AP de sinaptosomas de corteza frontal de raton estimulados con
K* 25 mM, incubados en ausencia de calcio en el medio de incubacion. Los resultados se expresan
en nmoles de Tyr-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11;
*p<0.05; **p<0.01).
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TyrAP

Medio de Incubacion

K* 25 mM + Etanol

Figura1V.1.83. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica de Tyr AP en & medio deincubacion de sinaptosomas de corteza frontal
de raton estimulados con K* 25 mM, incubados en presencia de calcio en € medio de incubacion.

Los resultados se expresan en nmoles de Tyr-[3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de
proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

TyrAP

Medio de Incubacion

K* 25 mM + Etanol

FiguraV.1.84. Representacion del efecto del etanol a concentraciones 25 mM, 50 mM y 100 mM
sobrela actividad especifica de Tyr AP en & medio deincubacion de sinaptosomas de corteza frontal
deraton estimulados con K* 25 mM, incubados en ausencia de calcio en el medio deincubacién. Los

resultados se expresan en nmol es de Tyr-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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2. ESTUDIO IN VIVO.
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2.1. ANALISIS DE LOS NIVELES DE ALCOHOL EN SUERO DE RATON TRAS LA
INGESTA CRONICA DE ETANOL.

El andlisis de los niveles de acohol en suero de ratones a los que se les
administré etanol a 15% en e agua de bebida durante 30 dias, mostré como
resultado unos valores de 120.26 + 24.415 mg/dI.

2.2. EFECTO DE LA INGESTA CRONICA DE ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD
MITOCONDRIAL DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA FRONTAL DE RATON, EN
CONDICIONES BASALES Y DESPOLARIZANTES. INFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos de la ingesta crénica de etanol, en presencia o
ausencia de calcio en e medio de incubacién, sobre la actividad mitocondria de
sinaptosomas de corteza frontal de ratdn en condiciones basales muestra los
siguientesresultados (tabla 1V.2.1.): En presenciade calcio en el medio, el etanol no
modificasignificativamente laactividad mitocondrial con respecto al control (figura
IV.2.1.). Por e contrario, en ausencia de calcio en e medio, €l etanol disminuye
significativamente (p<0.05) la actividad mitocondrial en un 16.55% con respecto al
control (figuralV.2.2.).

El andlisis de los efectos de laingesta cronica de etanol y la influencia del
calcio en el medio deincubacion, sobrelaactividad mitocondrial de sinaptosomas de
corteza frontal de ratdn, tras la estimulacion con K* 25 mM muestra los siguientes
resultados (tabla 1V.2.1.): En presencia de calcio en el medio (figura IV.2.1), €
estimulo de los sinaptosomas con K* 25 mM provoca un incremento significativo
(p<0.01) de la actividad mitocondrial del 16.28% con respecto a control, en esta
misma situacion y tras laingesta cronica de etanol se produce una disminucién de
esta actividad del 11.10% (p<0.05), a igua que se produce una inhibicion del
25.81% (p<0.01) delos niveles obtenidos con la estimulacion con K* 25 mM trasla
ingestacronicade etanol con respecto alos nivelesobtenidostraslaestimulacién con
K*25mM del control. En ausenciade calcio en el medio (figuralV.2.2.), el estimulo
delossinaptosomas con K* 25 mM no provocamodificacion significativaalgunacon
respecto a control, en esta misma situacion y tras la ingesta cronica de etanol
tampoco se produce modificacion significativaal gunade estaactividad, mientrasque
se produce una inhibicién del 34.81% (p<0.05) de los niveles obtenidos con la
estimulacion con K* 25 mM tras la ingesta cronica de etanol con respecto a los
niveles obtenidos tras la estimulacion con K* 25 mM del control.
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Sinaptosomas
Con Calcio Sin Calcio
Basal 7.43+0.151 9.67+0.387
Control
K*25mM 8.64+0.414 10.60+0.418
Basal 7.22+0.223 8.07+0.498
Etanol
K*25mM 6.41+0.135 6.91+0.641

Tabla IV.2.1.. Valores de actividad mitocondrial de sinaptosomas de corteza frontal de ratones
controles y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, en condiciones basales y tras
estimulacion con K* 25 mM en un medio de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan
en unidades de densidad Optica. (MediatSEM; n=11).
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Actividad Mitocondrial
Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.1.. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre |os niveles basales de
actividad mitocondrial de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles y ratones que
tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacion.
Los resultados se expresan en unidades de densidad éptica (MediatSEM; *p<0.05, **p<0.01).

Actividad Mitocondrial
Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.2.. Representacién del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre los niveles basales de
actividad mitocondrial de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles y ratones que
tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en € medio deincubacién. Los
resultados se expresan en unidades de densidad Optica (MediatSEM; *p<0.05, **p<0.01).
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2.3. EFECTO DE LA INGESTA CRONICA DE ETANOL SOBRE LA PRODUCCION DE
RADICALES L IBRES DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA FRONTAL DE RATON, EN
CONDICIONES BASALESY DESPOLARIZANTES. INFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos de la ingesta crénica de etanol, en presencia o
ausenciade calcio en el medio de incubacion, sobre laproduccion de radicaleslibres
de sinaptosomas de corteza frontal de ratdn en condiciones basales, utilizando
luminol como potenciador delasefial de quimioluminiscencia, muestralossiguientes
resultados (tabla 1V.2.2.): En presencia de calcio en € medio, € etanol aumenta
significativamente (p<0.01) en un 59.91% la produccion de radicales libres con
respecto a control (figura 1V.2.3.). Por & contrario, en ausencia de calcio en €
medio, & etanol no modificasignificativamentelaproduccion deradicaleslibrescon
respecto al control (figura 1V.2.4.).

El andlisis de los efectos de laingesta cronica de etanol y la influencia del
cacio en & medio de incubacion, sobre la produccion de radicales libres de
sinaptosomas de cortezafrontal deraton, traslaestimulaciéon con K* 25 mM muestra
los siguientes resultados (tabla 1V.2.2.): En presencia de calcio en el medio (figura
87), e estimulo de los sinaptosomas con K* 25 mM no provoca modificacion
significativaalgunacon respecto a control, en estamismasituaciony traslaingesta
crénica de etanol tampoco se produce modificacion significativa de esta actividad,
mientras que se produce unincremento del 52.26% (p<0.01) delos niveles obtenidos
con laestimulacion con K* 25 mM traslaingesta cronicade etanol con respecto alos
niveles obtenidos tras la estimulacién con K* 25 mM del control. En ausencia de
calcio en el medio (figura 88), € estimulo de los sinaptosomas con K* 25 mM no
provoca modificacién significativa alguna con respecto a control, en esta misma
situacion y tras la ingesta cronica de etanol tampoco se produce modificacion
significativa de esta actividad, a igua que tampoco se produce modificacion
significativa algunadelos nivel es obtenidos con la estimulacién con K* 25 mM tras
laingesta cronica de etanol con respecto alos niveles obtenidos tras la estimulacidn
con K* 25 mM del control.

El andlisis de los efectos de la ingesta crénica de etanol, en presencia o
ausenciade calcio en el medio de incubacion, sobre laproduccion de radicaleslibres
de sinaptosomas de corteza frontal de ratdn en condiciones basales, utilizando
lucigenina como potenciador de la sefial de quimioluminiscencia, muestra los
siguientes resultados (tabla 1V.2.2.): En presenciade calcio en el medio, € etanol no
modificasignificativamente la produccion de radicaleslibres con respecto a control
(figura 1V.2.5.). En ausencia de calcio en e medio, € etanol tampoco modifica
significativamente la produccion de radicales libres con respecto a control (figura
IV.2.6.).
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El andlisis de los efectos de laingesta cronica de etanol y la influencia del
cacio en & medio de incubacion, sobre la produccion de radicales libres de
sinaptosomas de cortezafrontal deratdn, traslaestimulacion con K* 25 mM muestra
los siguientes resultados (tabla 1V.2.2.): En presenciade calcio en el medio (figura
IV.2.5.), e estimulo de los sinaptosomas con K* 25 mM no provoca modificacion
significativa alguna con respecto a control, en estamismasituacion y traslaingesta
crénica de etanol tampoco se produce modificacion significativa de esta actividad,
mientras que se produce un incremento del 49.72% (p<0.01) delos nivelesobtenidos
con laestimulacion con K* 25 mM traslaingesta cronicade etanol con respecto alos
niveles obtenidostras laestimulacion con K* 25 mM del control. Por el contrario, en
ausenciade calcio en e medio (figura1V.2.6.), e estimulo de los sinaptosomas con
K* 25 mM no provoca modificacion significativa alguna con respecto a control, en
esta misma situacion y tras la ingesta crénica de etanol tampoco se produce
modificaciéon significativa de esta actividad, a igual que tampoco se produce
modificacion significativa a guna de los niveles obtenidos con la estimulacidn con
K* 25 mM tras laingesta cronica de etanol con respecto alos niveles obtenidos tras
laestimulacion con K* 25 mM del control.

Sinaptosomas

Luminol Lucigenina

Con Calcio | Sin Calcio | Con Calcio Sin Calcio

Basal | 100.00+0.00 | 100.00+0.00 | 100.00+0.00 | 100.00+0.00

Control
:;MZS 108.45+7.63 | 105.80+6.32 | 73.41+4.36 | 81.96+7.53
Basal 159.91+17.0 | 130.83+7.38 | 121.33+11.6 | 109.47+8.18
Etanol
:;MZS 165.13+15.6 | 114.82+6.86 | 109.91+7.42 | 100.41+7.60

TablalV.2.2. Valoresdeformacion deradical eslibresde sinaptosomas de corteza frontal deratones
controles y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, en condiciones basales y tras
estimulacion con K™ 25mM, en un medio de incubacion con o sin calcio y utilizando luminol y
lucigenina como potenciadores de |a sefial de quimioluminiscencia. Los resultados se expresan en
cpm en porcentaje con respecto al valor control (MediatSEM; n=11).
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Radicales Libres
Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

Figura 1V.2.3. Representacion del efecto del estimulo con K™ 25 mM sobre los niveles basales de
formacion de radicales libres de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controlesy ratones que
tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacion
y utilizando luminol como potenciador de la sefial de quimioluminiscencia. Los resultados se
expresan en cpm en porcentaje con respecto al valor control (MediatSEM; **p<0.01).

Radicales Libres
Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

Figura1V.2.4. Representacién del efecto del estimulo con K™ 25 mM sobre los niveles basales de
formacion de radicales libres de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controlesy ratones que
tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en €l medio de incubacion y
utilizando luminol como potenciador dela sefial de quimioluminiscencia. Losresultados seexpresan
en cpm en porcentaje con respecto al valor control (MediatSEM).
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Radicales Libres
Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.5. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre los niveles de formacion
de radicales libres de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controlesy ratones que tomaron
etanol en el agua de bebida, incubados en presencia de calcio en € medio deincubaciony utilizando
lucigenina como potenciador dela sefial de quimioluminiscencia. Losresultados se expresan en cpm
en porcentaje con respecto al valor control (MediatSEM; **p<0.01).

Radicales Libres
Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.6. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobrelos niveles de formacion
de radicales libres de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controlesy ratones que tomaron
etanol en el agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en € medio de incubacién y utilizando
lucigenina como potenciador dela sefial de quimioluminiscencia. Losresultados se expresan en cpm
n porcentaje con respecto al valor control (MediatSEM).
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2.4. EFECTO DE LA INGESTA CRONICA DE ETANOL SOBRE EL NIVEL DE
PEROXIDACION L 1PiDICA DE SINAPTOSOMASDE CORTEZA FRONTAL DE RATON,
EN CONDICIONESBASALESY DESPOLARIZANTES. INFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos de la ingesta crénica de etanol, en presencia o
ausenciade calcio en el medio deincubacion, sobre el nivel de peroxidacion lipidica
de sinaptosomas de corteza frontal de raton en condiciones basales muestra los
siguientesresultados (tabla 1V.2.3.): En presenciade calcio en el medio, € etanol no
modificasignificativamente el nivel de peroxidacion lipidicacon respecto a control
(figuralV.2.7.). Por €l contrario, en ausenciade calcio en el medio, e etanol aumenta
significativamente (p<0.01) el nivel de peroxidacién lipidica en un 71.24% con
respecto al control (figura 1V.2.8.).

El andlisis de los efectos de laingesta cronica de etanol y la influencia del
cacio en e medio de incubacion, sobre e nivel de peroxidacion lipidica de
sinaptosomas de cortezafrontal deratdn, traslaestimulacion con K* 25 mM muestra
los siguientes resultados (tabla 1V.2.3.): En presenciade calcio en el medio (figura
IV2.7.), e estimulo de los sinaptosomas con K* 25 mM no provoca modificacion
significativaalgunacon respecto al control, en estamismasituaciony traslaingesta
crénica de etanol tampoco se produce modificacion significativa de esta actividad,
al igual que tampoco se produce modificacion significativa alguna de los niveles
obtenidos con la estimulacién con K* 25 mM tras la ingesta crénica de etanol con
respecto alos niveles obtenidos tras la estimulacién con K* 25 mM del control. Por
el contrario, en ausencia de calcio en e medio (figura 1V.2.8.), € estimulo de los
sinaptosomas con K* 25 mM provoca un incremento significativo (p<0.01) del
102.07% con respecto al control, en estamismasituaciony traslaingestacronicade
etanol se produce una disminucion de esta actividad del 46.95% (p<0.01), a igua
gue se produce unainhibicion del 53.04% (p<0.01) de los niveles obtenidos con la
estimulacion con K* 25 mM tras la ingesta crénica de etanol con respecto a los
niveles obtenidos tras la estimulacion con K* 25 mM del control.
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Sinaptosomas
Con Calcio Sin Calcio

Basal 100.00+0.00 100.00+0.00
Control

K25 mM 127.50+12.34 202.07+23.49

Basal 87.30+3.84 171.24+11.86
Etanol

K*25 mM 106.51+7.87 90.83+2.70

Tabla I1V.2.3. Valores de peroxidacion lipidica de sinaptosomas de corteza frontal de ratones
controles y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida en condiciones basales y tras
estimulacion con K* 25 mM, en un medio deincubacién con o sin calcio. Losresultados se expresan
en unidades de densidad Optica en porcentaje con respecto al control (MediatSEM; n=11).
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Peroxidacion Lipidica
Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

Figura 1V.2.7. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre los niveles basales de
peroxidacién lipidica de sinaptosomas de corteza frontal deratones controlesy ratones quetomaron
etanol en el agua de bebida, en un medio de incubacion con calcio. Los resultados se expresan en
unidades de densidad Gptica en porcentaje con respecto al control (MediatSEM; n=11).

Peroxidacion Lipidica
Sinaptosomas

o b

[ Control [ Etanol

Figura 1V.2.8. Representacién del efecto del estimulo con K™ 25 mM sobre los niveles basales de
per oxidacién lipidica de sinaptosomas de corteza frontal deratones controlesy ratones que tomaron
etanol en el agua de bebida, en un medio de incubacion sin calcio. Los resultados se expresan en
unidades de densidad 6ptica en por centaje con respecto al control (MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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2.5.EFECTODELAINGESTA CRONICA DE ETANOL SOBREEL NIVEL DE OXIDACION
DE PROTEINAS DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA FRONTAL DE RATON, EN
CONDICIONES BASALESY DESPOLARIZANTES. INFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos de la ingesta crénica de etanol, en presencia o
ausenciade calcio en el medio deincubacion, sobrelaoxidacion de proteinaslipidica
de sinaptosomas de corteza frontal de raton en condiciones basales muestra los
siguientes resultados (tabla 1V.2.4.): En presencia de calcio en €l medio, el etanol
disminuye significativamente (p<0.01) en un 36.21% la oxidacién de proteinas con
respecto a control (figura 1V.2.9.). Por € contrario, en ausencia de calcio en €
medio, € etanol no modifica significativamente la oxidacion de proteinas con
respecto al control (figura 1V.2.10.).

El andlisis de los efectos de la ingesta cronica de etanol y la influencia del
calcio en el medio de incubacién, sobre la oxidacién de proteinas de sinaptosomas
de cortezafrontal deraton, traslaestimulacién con K* 25 mM muestralos siguientes
resultados (tabla 1V.2.4.): En presencia de calcio en e medio (figura 1V.2.9.), €
estimulo de los sinaptosomas con K* 25 mM no provoca modificacion significativa
alguna con respecto al control, en esta misma situacion y tras laingesta crénica de
etanol tampoco se produce modificaci én significativade estaactividad, mientrasque
se produce una inhibicién del 43.74% (p<0.01) de los niveles obtenidos con la
estimulacion con K* 25 mM tras la ingesta cronica de etanol con respecto a los
niveles obtenidos tras la estimulacién con K* 25 mM del control. En ausencia de
cacioend medio (figuralV.2.10.), e estimulo de los sinaptosomas con K* 25 mM
no produce modificacion significativa alguna con respecto al control, en estamisma
situacion y tras la ingesta cronica de etanol tampoco se produce modificacion
significativa de esta actividad, a igua que tampoco se produce modificacion
significativaalgunade los nivel es obtenidos con la estimulacion con K* 25 mM tras
laingesta cronica de etanol con respecto alos niveles obtenidos tras la estimulacién
con K* 25 mM del control.

Pagina 223



MARIA DOLORES MAYAS TORRES TESISDOCTORAL

Sinaptosomas
Con Calcio Sin Calcio

Basal 100.00+0.00 100.00.+0.00
Control

K*25 mM 104.05+2.17 152.60+12.27

Basal 63.79+3.53 85.52+5.64
Etanol

K*25 mM 58.54+5.09 110.94+19.34

TablalV.2.4. Valoresde oxidacion proteica de sinaptosomas de corteza frontal deratonescontroles
y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, en condiciones basales y tras estimulacion con
K* 25 mM, en un medio de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan en unidades de
densidad éptica en porcentaje con respecto al valor control (MediatSEM; n=11).
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Oxidacidon Proteica
Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

Figura 1V.2.9. Representacién del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre los niveles basales de
oxidacion proteica de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controlesy ratones que tomaron
etanol en e agua de bebida, incubados en presencia de calcio en € medio de incubacién. Los
resultados se expresan en unidades de densidad dptica en porcentaje con respecto al valor control

(Media+SEM; n=11; **p<0.01).

Oxidacidon Proteica
Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.10. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobrelos niveles de oxidacion
proteica de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controlesy ratones que tomaron etanol en
€l agua de bebida, en ausencia de calcio en el medio de incubacién. Los resultados se expresan en
unidades de densidad Gptica en porcentaje con respecto al valor control (MediatSEM; n=11).
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2.6. EFECTO DE LA INGESTA CRONICA DE ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD
ESPECiIFICA DE ALANINA AMINOPEPTIDASA DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA
FRONTAL DE RATON, EN CONDICIONES BASALES Y DESPOLARIZANTES.
I NFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos de la ingesta crénica de etanol, en presencia o
ausencia de calcio en € medio, sobre la actividad especifica basal de AlaAP de
sinaptosomas de corteza frontal de ratén y su medio de incubacion, muestra los
siguientesresultados: En sinaptosomasy en presenciade calcio en el medio, e etanol
no modifica significativamente la actividad especifica basal de AlaAP con respecto
al control (tabla 1V.2.5., figura 1V.2.11.). Por €l contrario, en ausencia de calcio, el
etanol disminuye significativamente (p<0.01) laactividad especificabasal de AlaAP
en un 41.93% con respecto al control (tabla1V.2.5., figura 1V.2.12.).

En e medio de incubacién y en presencia de calcio, e etanol disminuye
significativamente (p<0.01) la actividad especifica basal de AlaAP en un 63.91%
(tabla1V.2.6., figura IV.2.13.). En ausenciade calcio, € etanol también disminuye
significativamente (p<0.01) laactividad especificabasal de AlaAP en un 26.80% con
respecto al control (tabla1V.2.6., figura1V.2.14.).

El andlisis de los efectos de la ingesta cronica de etanol y la influencia de
calcio en el medio, sobrelaactividad especificade AlaAP de sinaptosomas de corteza
frontal de ratdn y su medio de incubacion, tras la estimulacion con K* 25 mM,
muestra los siguientes resultados. En singptosomas y en presencia de calcio, €
estimulo con K* 25 mM provocaunainhibicion significativa (p<0.01) delaactividad
AlaAP del 11.64% con respecto a control, en estamismasituacion y tras laingesta
crénicadeetanol no se produce modificaci én significativade estaactividad, mientras
que tampoco se produce modificacion significativa alguna de los niveles obtenidos
con laestimulacion con K* 25 mM traslaingesta cronicade etanol con respecto alos
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM delaactividad especificabasal
de AlaAP (tabla1V.2.5., figura 1V.2.11.). En ausenciade calcio, el estimulo con K*
25 mM provoca una inhibicion significativa (p<0.05) de la actividad AlaAP del
2.27% con respecto al control, en esta misma situacion y tras la ingesta crénica de
etanol se produce un aumento de esta actividad enzimética del 45.85% (p<0.01),
mientras que se produce unainhibicion del 13.33% (p<0.01) delosnivelesobtenidos
con laestimulacion con K* 25 mM traslaingesta cronicade etanol con respecto alos
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM de laactividad especificabasal
de AlaAP (tabla1V.2.5., figura 1V.2.12.).
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En el medio de incubacién y en presencia de calcio, €l estimulo con K* 25
mM provocaun incremento significativo (p<0.01) delaactividad AlaAP del 32.10%
con respecto al control, en esta misma situacion y tras laingesta cronica de etanol
también se produce un aumento de esta actividad enzimética del 52.56% (p<0.01),
mientras que se produce unainhibicion del 58.31% (p<0.01) delosnivelesobtenidos
con laestimulacion con K* 25 mM traslaingesta cronicade etanol con respecto alos
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM delaactividad especificabasal
de AlaAP (tabla 1V.2.6., figura 1V.2.13.). En ausenciade calcio, el estimulo con K*
25 mM no provoca modificacion significativa alguna de la actividad AlaAP con
respecto a control, en esta misma situacion y tras la ingesta cronica de etanol
tampoco se produce modificacién significativade estaactividad enzimética, mientras
gue se produce unainhibicion del 30.20% (p<0.01) de los niveles obtenidos con la
estimulacion con K* 25 mM tras la ingesta crénica de etanol con respecto a los
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM delaactividad especificabasal
de AlaAP (tabla1V.2.6., figura 1V.2.14.).
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Sinaptosomas
Con Calcio Sin Calcio
Basal 7.56+0.131 3.53+0.035
Control
K*25 mM 6.68+0.161 3.45+0.027
Basal 7.53+0.140 2.05+0.041
Etanol
K*25 mM 7.10+0.116 2.99+0.073

Tabla IV.2.5. Valores de actividad especifica de AlaAP de sinaptosomas de corteza frontal de
ratones controlesy ratones que tomaron etanol en el agua de bebida en condiciones basalesy tras
estimulacion con K* 25 mM en un medio de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan
en nmoles de Ala-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11).

M edio de | ncubacién
Con Calcio Sin Calcio

Basal 9.75+0.383 5.00+0.131
Control

K*25 mM 12.88+0.191 5.00+0.093

Basal 3.52+0.130 3.66+0.120
Etanol

K*25 mM 5.37+0.173 3.49+0.204

TablalV.2.6. Valores de actividad especifica de AlaAP en medio de incubaci6n de sinaptosomas de
corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron etanol en € agua de bebida en
condiciones basalesy tras estimulacién con K* 25 mM en un medio de incubacion con o sin calcio.
Los resultados se expresan en nmoles de Ala-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de
proteina (MediatSEM; n=11).
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AlaAP

Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.11. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de AlaAP de sinaptosomasde corteza frontal deratonescontrolesy ratonesquetomaron etanol
en el agua de bebida, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacién. Los resultados
se expresan en nmoles de Ala-f3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).

AlaAP

Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.12. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de AlaAP de sinaptosomasde corteza frontal deratonescontrolesy ratonesquetomaron etanol
en € agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en el medio de incubacién. Los resultados se
expresan en nmoles de Ala-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; *p<0.05; **p<0.01).
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AlaAP

Medio de Incubacion

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.13. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de AlaAP en el medio de incubacién de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles
y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en presencia de calcio en el medio de
incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Ala-R-naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

AlaAP

Medio de Incubacion

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.14. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de AlaAP en el medio de incubacién de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles
y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en el medio de
incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Ala-R-naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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2.7. EFECTO DE LA INGESTA CRONICA DE ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD
ESPECIFICA DE ARGININA AMINOPEPTIDASA DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA
FRONTAL DE RATON, EN CONDICIONES BASALES Y DESPOLARIZANTES.
I NFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos de la ingesta crénica de etanol, en presencia o
ausencia de calcio en el medio, sobre la actividad especifica basal de ArgAP de
sinaptosomas de corteza frontal de ratén y su medio de incubacion, muestra los
siguientesresultados: En sinaptosomasy en presenciade calcio en el medio, el etanol
disminuye significativamente (p<0.01) laactividad especificabasal de ArgAP enun
36.42% con respecto al control (tablal1V.2.7., figuralV.2.15.). Enausenciadecalcio,
el etanol tambi én disminuyesignificativamente (p<0.01) laactividad especificabasal
de ArgAP en un 41.13% con respecto al control (tabla IV.2.7., figura IV.2.16.).

En e medio de incubacién y en presencia de calcio, e etanol disminuye
significativamente (p<0.01) la actividad especifica basal de ArgAP en un 65.91%
(tabla1V.2.8., figura IV.2.17.). En ausenciade calcio, € etanol también disminuye
significativamente(p<0.01) laactividad especificabasal de ArgAPenun’53.10% con
respecto al control (tabla1V.2.8., figura1V.2.18.).

El andlisis de los efectos de la ingesta cronica de etanol y la influencia de
calcio en el medio, sobre la actividad especifica de ArgAP de sinaptosomas de
corteza frontal de ratén y su medio de incubacion, tras la estimulacion con K* 25
mM, muestralos siguientes resultados. En sinaptosomasy en presenciade calcio, €l
estimulo con K* 25 mM no provocamodificacién significativaagunadelaactividad
ArgAP con respecto a control, en esta mismasituacion y tras laingesta cronica de
etanol tampoco se produce modificaci én significativade estaactividad, mientrasque
se produce una inhibicién del 32.76% (p<0.01) de los niveles obtenidos con la
estimulacion con K* 25 mM tras la ingesta cronica de etanol con respecto a los
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM delaactividad especificabasal
de ArgAP (tabla 1V.2.7., figura 1V.2.15). En ausencia de calcio, € estimulo con K*
25 mM provoca un incremento significativo (p<0.01) de la actividad ArgAP del
11.32% con respecto a control, en estamismasituacion y tras laingesta cronicade
etanol también se produce un aumento de esta actividad enzimatica del 67.95%
(p<0.01), mientras que se produce unainhibicién del 11.19% (p<0.01) delosniveles
obtenidos con la estimulacion con K* 25 mM tras la ingesta cronica de etanol con
respecto alos niveles obtenidos tras la estimulacion con K* 25 mM de la actividad
especificabasal de ArgAP (tabla IV.2.7., figura 1V.2.16.).
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En el medio de incubacién y en presencia de calcio, €l estimulo con K* 25
mM provocaunincremento significativo (p<0.01) delaactividad ArgAP del 48.93%
con respecto al control, en esta misma situacion y tras laingesta cronica de etanol
también se produce un aumento de esta actividad enzimética del 28.41% (p<0.01),
mientras que se produce unainhibicion del 70.61% (p<0.01) delosnivelesobtenidos
con laestimulacion con K* 25 mM traslaingesta cronicade etanol con respecto alos
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM delaactividad especificabasal
de ArgAP (tabla 1V.2.8., figura 1V.2.17.). En ausencia de calcio, €l estimulo con K*
25 mM provoca una inhibicién significativa (p<0.01) de la actividad ArgAP del
27.59% con respecto a control, en esta misma situacion y tras laingesta cronica de
etanol no seproduce modificacion significativade estaactividad enzimatica, mientras
gue se produce unainhibicion del 40.32% (p<0.01) de los niveles obtenidos con la
estimulacion con K* 25 mM tras la ingesta crénica de etanol con respecto a los
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM delaactividad especificabasal
de ArgAP (tabla1Vv.2.8., figura 1V.2.18.).
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RESULTADOS

Sinaptosomas
Con Calcio Sin Calcio
Basal 3.46+0.150 2.65+0.060
Control
K*25 mM 3.48+0.110 2.95+0.047
Basal 2.20+£0.029 1.56+0.066
Etanol
K*25 mM 2.34+0.062 2.62+0.090

Tabla IV.2.7. Valores de actividad especifica de ArgAP de sinaptosomas de corteza frontal de
ratones controlesy ratones que tomaron etanol en el agua de bebida en condiciones basalesy tras
estimulacion con K* 25 mM en un medio de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan
en nmoles de Arg-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina (MediatSEM; n=11).

M edio de Incubacion
Con Calcio Sin Calcio
Basal 7.95+0.135 4.35+0.135
Control
K*25 mM 11.84+0.276 3.15+0.150
Basal 2.71+0.081 2.04+0.070
Etanol
K*25 mM 3.48+0.063 1.88+0.112

TablalV.2.8. Valores de actividad especifica de ArgAP en medio de incubacion de sinaptosomas de
corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron etanol en € agua de bebida en
condiciones basalesy tras estimulacion con K* 25 mM en un medio de incubacion con o sin calcio.
Los resultados se expresan en nmoles de Arg-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de
proteina (MediatSEM; n=11).
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ArgAP

Sinaptosomas

I

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.15. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de ArgAP de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron
etanol en e agua de bebida, incubados en presencia de calcio en € medio de incubacién. Los
resultados se expresan en nmoles de Arg-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).

ArgAP

Sinaptosomas

e [

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.16. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de ArgAP de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron
etanol en €l agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en €l medio de incubacién. Los
resultados se expresan en nmol es de Arg-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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ArgAP

Medio de Incubacion

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.17. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de ArgAP en e medio de incubacion de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles
y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en presencia de calcio en el medio de
incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Arg-[3-naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

ArgAP

Medio de Incubacion

= e

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.18. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de ArgAP en e medio de incubacion de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles
y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en el medio de
incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Arg-[3-naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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2.8. EFECTO DE LA INGESTA CRONICA DE ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD
EsPeCiFICA DE CISTEINA AMINOPEPTIDASA DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA
FRONTAL DE RATON, EN CONDICIONES BASALES Y DESPOLARIZANTES.
I NFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos de la ingesta crénica de etanol, en presencia o
ausencia de calcio en el medio, sobre la actividad especifica basal de CysAP de
sinaptosomas de corteza frontal de ratén y su medio de incubacion, muestra los
siguientesresultados: En sinaptosomasy en presenciade calcio en el medio, el etanol
disminuye significativamente (p<0.01) laactividad especificabasal de CysAP enun
32.19% con respecto al control (tablal1V.2.9., figuralV.2.19.). Enausenciadecalcio,
el etanol también disminuyesignificativamente (p<0.01) laactividad especificabasa
de CysAP en un 37.98% con respecto a control (tabla 1V.2.9., figura 1V.2.20.).

En e medio de incubacién y en presencia de calcio, e etanol disminuye
significativamente (p<0.01) la actividad especifica basal de CysAP en un 54.30%
(tabla1Vv.2.10,, figuralV.2.21.). En ausenciade calcio, el etanol también disminuye
significativamente(p<0.01) laactividad especificabasal de CysAPenun45.39% con
respecto al control (tabla1Vv.2.10,, figura 1V.2.22.).

El andlisis de los efectos de la ingesta cronica de etanol y la influencia de
calcio en e medio, sobre la actividad especifica de CysAP de sinaptosomas de
corteza frontal de ratén y su medio de incubacion, tras la estimulacion con K* 25
mM, muestralos siguientes resultados. En sinaptosomasy en presenciade calcio, €l
estimulo con K* 25 mM no provocamodificacién significativaagunadelaactividad
CysAP con respecto a control, en esta misma situacion y tras laingesta cronica de
etanol produce un aumento de esta actividad enzimatica del 22.22% (p<0.05),
mientras que se produce unainhibicion del 24.38% (p<0.01) delosnivelesobtenidos
con laestimulacion con K* 25 mM traslaingesta cronicade etanol con respecto alos
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM delaactividad especificabasal
de CysAP (tabla 1V.2.9., figura 1V.2.19.). En ausencia de calcio, € estimulo con K*
25 mM provoca un incremento significativo (p<0.01) de la actividad CysAP del
55.35% con respecto a control, en esta misma situacion y tras laingesta cronica de
etanol se produce un aumento de esta actividad enzimética del 127.69% (p<0.01),
mientras que se produce unainhibicion del 9.10% (p<0.05) de los niveles obtenidos
con laestimulacion con K* 25 mM traslaingesta cronicade etanol con respecto alos
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM de laactividad especificabasal
de CysAP (tabla1Vv.2.9,, figura 1V.2.20.).
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En el medio de incubacién y en presencia de calcio, €l estimulo con K* 25
mM provocaunincremento significativo (p<0.01) delaactividad CysAPdel 53.31%
con respecto al control, en esta misma situacion y tras laingesta cronica de etanol
también se produce un aumento de esta actividad enzimatica del 27.17% (p<0.05),
mientras que se produce unainhibicion del 62.10% (p<0.01) delosnivelesobtenidos
con laestimulacion con K* 25 mM traslaingesta cronicade etanol con respecto alos
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM delaactividad especificabasal
de CysAP (tabla1V.2.10., figuralV.2.21.). En ausenciadecalcio, €l estimulo con K*
25 mM provoca una inhibicion significativa (p<0.01) de la actividad CysAP del
34.31% con respecto a control, en esta misma situacion y tras laingesta cronica de
etanol también se produce una disminucién de esta actividad enziméticadel 23.29%
(p<0.05), mientras que se produce unainhibicién del 36.23% (p<0.01) delosniveles
obtenidos con la estimulacion con K* 25 mM tras laingesta crénica de etanol con
respecto alos niveles obtenidos tras la estimulacion con K* 25 mM de la actividad
especificabasal de CysAP (tabla1Vv.2.10,, figura 1V.2.22.).
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Sinaptosomas
Con Calcio Sin Calcio
Basal 2.92+0.168 4.95+0.179
Control
K*25 mM 3.20+0.115 7.69+0.242
Basal 1.98+0.082 3.07+0.105
Etanol
K*25 mM 2.42+0.081 6.99+0.303

Tabla 1V.2.9. Valores de actividad especifica de CysAP de sinaptosomas de corteza frontal de
ratones controlesy ratones que tomaron etanol en el agua de bebida en condiciones basalesy tras
estimulacion con K* 25 mM en un medio de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan
en nmoles de Cys-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina (MediatSEM; n=11).

M edio de Incubacion
Con Calcio Sin Calcio
Basal 6.04+0.119 8.57+0.339
Control
K*25 mM 9.26+0.384 5.63+0.300
Basal 2.76x£0.083 4.68+0.264
Etanol
K*25 mM 3.51+0.086 3.59+0.241

Tabla 1V.2.10. Valores de actividad especifica de CysAP en medio de incubacion de sinaptosomas
de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida en
condiciones basalesy tras estimulacion con K* 25 mM en un medio de incubacion con o sin calcio.
Los resultados se expresan en nmoles de Cys-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de
proteina (MediatSEM; n=11).
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CysAP

Sinaptosomas

 mm |

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.19. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de CysAP de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron
etanol en € agua de bebida, incubados en presencia de calcio en € medio de incubacion. Los
resultados se expresan en nmol es de Cys-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; *p<0.05, **p<0.01).

CysAP

Sinaptosomas

o

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.20. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de CysAP de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron
etanol en el agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en el medio de incubacién. Los
resultados se expresan en nmol es de Cys-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; *p<0.05; **p<0.01).

Pagina 239



MARIA DOLORES MAYAS TORRES TESISDOCTORAL

CysAP

Medio de Incubacion

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.21. Representacion del efecto del estimulo con K™ 25 mM sobre la actividad especifica
basal de CysAP en el medio de incubacion de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles
y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en presencia de calcio en el medio de
incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Cys-3-naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (MediatSEM; n=11; *p<0.05; **p<0.01).

CysAP

Medio de Incubacion

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.22. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de CysAP en el medio de incubacion de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles
y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en el medio de
incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Cys-3-naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (MediatSEM; n=11; *p<0.05; **p<0.01).
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2.9. EFECTO DE LA INGESTA CRONICA DE ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD
ESPECIFICA DE ASPARTATO AMINOPEPTIDASA DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA
FRONTAL DE RATON, EN CONDICIONES BASALES Y DESPOLARIZANTES.
I NFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos de la ingesta crénica de etanol, en presencia o
ausencia de calcio en e medio, sobre la actividad especifica basal de AspAP de
sinaptosomas de corteza frontal de ratén y su medio de incubacion, muestra los
siguientesresultados: En sinaptosomasy en presenciade calcio en el medio, el etanol
no modifica significativamente |a actividad especifica basal de AspAP con respecto
al control (tabla1V.2.11., figura1V.2.23.). Por €l contrario, en ausenciade calcio, €l
etanol disminuyesignificativamente (p<0.01) laactividad especificabasal de AspAP
en un 42.05% con respecto al control (tabla1V.2.11., figura1V.2.24.).

En e medio de incubacién y en presencia de calcio, e etanol disminuye
significativamente (p<0.01) la actividad especifica basal de AspAP en un 61.11%
(tabla1Vv.2.12,, figuralV.2.25.). En ausenciade calcio, el etanol también disminuye
significativamente(p<0.01) laactividad especificabasal de AspAPenun49.12% con
respecto al control (tabla1Vv.2.12,, figura1V.2.26.).

El andlisis de los efectos de la ingesta cronica de etanol y la influencia de
calcio en el medio, sobre la actividad especifica de AspAP de sinaptosomas de
corteza frontal de ratén y su medio de incubacion, tras la estimulacion con K* 25
mM, muestralos siguientes resultados. En sinaptosomasy en presenciade calcio, €l
estimulo con K* 25 mM provocaun incremento significativo (p<0.01) delaactividad
AspAP del 17.41% con respecto al control, en estamismasituacion y traslaingesta
cronica de etanol no se produce modificacion significativa de esta actividad
enzimatica, mientras que se produce una inhibicién del 16.86% (p<0.01) de los
niveles obtenidos con laestimulacion con K* 25 mM tras laingesta cronicade etanol
con respecto a los niveles obtenidos tras la estimulacion con K* 25 mM de la
actividad especificabasal de AspAP (tabla|V.2.11,, figuralV.2.23.). En ausenciade
calcio, el estimulo con K* 25 mM provoca un incremento significativo (p<0.01) de
laactividad AspAP del 63.62% con respecto al control, en estamismasituaciény tras
la ingesta crénica de etanol también se produce un aumento de esta actividad
enzimatica del 180.76% (p<0.01), mientras que no se produce modificacion
significativa algunade los nivel es obtenidos con la estimulacion con K* 25 mM tras
laingesta cronica de etanol con respecto alos niveles obtenidos tras la estimulacién
con K* 25 mM de la actividad especifica basal de AspAP (tabla IV.2.11., figura
1V.2.24.).
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En el medio de incubacién y en presencia de calcio, €l estimulo con K* 25
mM provocaunincremento significativo (p<0.01) delaactividad AspAP del 47.18%
con respecto al control, en esta misma situacion y tras laingesta cronica de etanol
también se produce un aumento de esta actividad enzimatica del 39.07% (p<0.05),
mientras que se produce unainhibicion del 63.25% (p<0.01) delosnivelesobtenidos
con laestimulacion con K* 25 mM traslaingesta cronicade etanol con respecto alos
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM delaactividad especificabasal
de AspAP (tablalV.2.12,, figuralV.2.25.). En ausenciade calcio, €l estimulo con K*
25 mM provoca una inhibicion significativa (p<0.01) de la actividad AspAP del
36.78% con respecto a control, en esta misma situacion y tras laingesta cronica de
etanol también se produce una disminucién de esta actividad enziméticadel 34.63%
(p<0.05), d igua que se produce unainhibicién del 47.39% (p<0.01) delosniveles
obtenidos con la estimulacion con K* 25 mM tras laingesta crénica de etanol con
respecto alos niveles obtenidos tras la estimulacion con K* 25 mM de la actividad
especificabasal de AspAP (tabla 1V.2.12., figura 1V.2.26.).
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RESULTADOS

Sinaptosomas
Con Calcio Sin Calcio
Basal 2.93+0.049 5.47+0.126
Control
K*25 mM 3.44+0.073 8.95+0.230
Basal 2.69+0.073 3.17+0.104
Etanol
K*25 mM 2.86+0.051 8.90+0.317

Tabla 1V.2.11. Valores de actividad especifica de AspAP de sinaptosomas de corteza frontal de
ratones controlesy ratones que tomaron etanol en el agua de bebida en condiciones basalesy tras
estimulacion con K* 25 mM en un medio de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan
en nmol es de Asp-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina (MediatSEM; n=11).

M edio de Incubacion
Con Calcio Sin Calcio
Basal 9.41+0.360 4.54+0.190
Control
K*25 mM 13.85+0.415 2.87+0.174
Basal 3.66+0.162 2.31+0.201
Etanol
K*25 mM 5.09+0.060 1.51+0.215

TablalV.2.12. Valoresde actividad especifica de AspAP en el medio deincubacién de sinaptosomas
de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida en
condiciones basalesy tras estimulacion con K* 25 mM en un medio de incubacion con o sin calcio.
Los resultados se expresan en nmoles de Asp-R3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de
proteina (MediatSEM; n=11).
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AspAP

Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.23. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de AspAP de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron
etanol en e agua de bebida, incubados en presencia de calcio en € medio de incubacién. Los
resultados se expresan en nmol es de Asp-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).

AspAP

Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.24. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de AspAP de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron
etanol en € agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en €l medio de incubacién. Los
resultados se expresan en nmol es de Asp-3-naftilamida hidr olizados por minutoy por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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AspAP

Medio de Incubacion

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.25. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de AspAP en & medio de incubacion de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles
y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en presencia de calcio en el medio de
incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Asp-[3-naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (Media+SEM; n=11; *p<0.05, **p<0.01).

AspAP

Medio de Incubacion

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.26. Representacion del efecto del estimulo con K™ 25 mM sobre la actividad especifica
basal de AspAP en € medio de incubacion de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles
y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en el medio de
incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Asp-3-naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (Media+SEM; n=11; *p<0.05; **p<0.01).
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2.10. EFECTO DE LA INGESTA CRONICA DE ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD
ESPECIiFICA DE GLUTAMATO AMINOPEPTIDASA DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA
FRONTAL DE RATON, EN CONDICIONES BASALES Y DESPOLARIZANTES.
I NFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos de la ingesta crénica de etanol, en presencia o
ausencia de calcio en €l medio, sobre la actividad especifica basal de GIUAP de
sinaptosomas de corteza frontal de ratén y su medio de incubacion, muestra los
siguientesresultados: En sinaptosomasy en presenciade calcio en el medio, el etanol
no modifica significativamente la actividad especifica basal de GIuAP con respecto
al control (tabla1V.2.13,, figura1V.2.27.). Por €l contrario, en ausenciade calcio, €l
etanol disminuye significativamente (p<0.01) laactividad especificabasal de GIUAP
en un 27.04% con respecto al control (tabla1V.2.13,, figura 1V.2.28.).

En e medio de incubacién y en presencia de calcio, e etanol disminuye
significativamente (p<0.01) la actividad especifica basal de GIUAP en un 46.12%
(tabla IV.2.14., figura 1V.2.29.). Por € contrario, en ausencia de calcio, €l etanol
aumenta significativamente (p<0.01) la actividad especifica basal de GIUAP en un
135.76% con respecto al control (tabla 1V.2.14., figura 1V.2.30.).

El andlisis de los efectos de la ingesta cronica de etanol y la influencia de
cacio en & medio, sobre la actividad especifica de GIUAP de sinaptosomas de
corteza frontal de ratén y su medio de incubacion, tras la estimulacion con K* 25
mM, muestralos siguientes resultados. En sinaptosomasy en presenciade calcio, €l
estimulo con K* 25 mM provocaun incremento significativo (p<0.01) delaactividad
GIuAP del 20.24% con respecto al control, en esta misma situacion y tras laingesta
cronica de etanol no se produce modificacion significativa de esta actividad
enzimatica, mientras que se produce una inhibicién del 11.46% (p<0.05) de los
niveles obtenidos con laestimulacion con K* 25 mM tras laingesta cronicade etanol
con respecto a los niveles obtenidos tras la estimulacion con K* 25 mM de la
actividad especificabasal de GIUAP (tabla1V.2.13., figuralV.2.27.). En ausenciade
calcio, el estimulo con K* 25 mM provoca un incremento significativo (p<0.01) de
laactividad GIUA P del 55.48% con respecto al control, en estamismasituaciony tras
la ingesta crénica de etanol también se produce un aumento de esta actividad
enzimética del 113.74% (p<0.01), mientras que no se produce modificacion
significativa algunade los nivel es obtenidos con la estimulacion con K* 25 mM tras
laingesta cronica de etanol con respecto alos niveles obtenidos tras la estimulacién
con K* 25 mM de la actividad especifica basal de GIUAP (tabla IV.2.13., figura
1V.2.28.).
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En el medio de incubacién y en presencia de calcio, €l estimulo con K* 25
mM provocaun incremento significativo (p<0.01) delaactividad GIuAP del 34.09%
con respecto a control, en estamismasituacion y traslaingesta cronicade etanol no
se produce modificacién significativa de esta actividad enzimatica, mientras que se
produce una inhibicién del 50.65% (p<0.01) de los niveles obtenidos con la
estimulacion con K* 25 mM tras la ingesta cronica de etanol con respecto a los
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM delaactividad especificabasal
deGluAP (tabla1V.2.14., figuraV.2.29.). En ausenciade calcio, €l estimulo con K*
25 mM provoca un incremento significativo (p<0.01) de la actividad GIUAP del
41.82% con respecto al control, en estamisma situacion y tras laingesta cronica de
etanol seproduce unadisminucion de estaactividad enziméticadel 25.84% (p<0.01),
mientrasque no se produce modificacién significativaa gunadelosnivel esobtenidos
con laestimulacion con K* 25 mM traslaingesta cronicade etanol con respecto alos
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM delaactividad especificabasal
de GIUAP (tabla IV.2.14., figura 1V.2.30.).
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Sinaptosomas
Con Calcio Sin Calcio
Basal 5.88+0.280 4.29+0.118
Control
K25 mM 7.07+0.231 6.67+0.260
Basal 5.60+0.152 3.13+0.074
Etanol
K*25 mM 6.26+0.237 6.69+0.181

Tabla 1V.2.13. Valores de actividad especifica de GIUAP de sinaptosomas de corteza frontal de
ratones controlesy ratones que tomaron etanol en el agua de bebida en condiciones basalesy tras
estimulacion con K* 25 mM en un medio de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan
en nmol es de Glu-Z-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina (MediatSEM; n=11).

M edio de Incubacion
Con Calcio Sin Calcio

Basal 3.99+0.243 6.60+0.359
Control

K*25 mM 5.35+0.661 9.36+0.501

Basal 2.15+0.076 15.56+0.695
Etanol

K*25 mM 2.64+0.048 11.54+0.464

TablalV.2.14. Valoresde actividad especifica de GIUAP en el medio deincubacién de sinaptosomas
de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida en
condiciones basalesy tras estimulacion con K* 25 mM en un medio de incubacion con o sin calcio.
Los resultados se expresan en nmoles de Glu-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de
proteina (MediatSEM; n=11).
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GIuAP

Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.27. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de GIUAP de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron
etanol en el agua de bebida, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacién. Los
resultados se expresan en nmol es de Glu-R3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; *p<0.05, **p<0.01).

GIuAP

Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.28. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de GIUAP de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron
etanol en € agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en el medio de incubacién. Los
resultados se expr esan en nmol es de Glu-R3-naftilamida hidr olizados por minutoy por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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GIuAP

Medio de Incubacion

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.29. Representacion dd efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de GIUAP en el medio de incubacion de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles
y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en presencia de calcio en el medio de
incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Glu-[3-naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

GIuAP

Medio de Incubacion

A 8

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.30. Representacion del efecto del estimulo con K™ 25 mM sobre la actividad especifica
basal de GIUAP en & medio de incubacion de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles
y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en el medio de
incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Glu--naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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2.11. EFECTO DE LA INGESTA CRONICA DE ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD
ESPECIFICA DE PIROGLUTAMATO AMINOPEPTIDASA DE SINAPTOSOMAS DE
CORTEZA FRONTAL DE RATON, EN CONDICIONESBASALESY DESPOLARIZANTES.
I NFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos de la ingesta crénica de etanol, en presencia o
ausencia de calcio en el medio, sobre la actividad especifica basal de pGIUAP de
sinaptosomas de corteza frontal de ratén y su medio de incubacion, muestra los
siguientesresultados: En sinaptosomasy en presenciade calcio en el medio, el etanol
no modificasignificativamentelaactividad especificabasal de pGluAP con respecto
al control (tabla1V.2.15., figura1V.2.31.). Por €l contrario, en ausenciade calcio, €l
etanol disminuyesignificativamente (p<0.01) laactividad especificabasal depGluAP
en un 21.63% con respecto al control (tabla1Vv.2.15,, figura 1V.2.32.).

En e medio de incubacién y en presencia de calcio, e etanol disminuye
significativamente (p<0.01) la actividad especifica basal de pGIUAP en un 35.24%
(tabla1V.2.16., figura1V.2.33.). En ausenciade calcio, el etanol también disminuye
significativamente (p<0.01) la actividad especifica basal de pGIUAP en un 24.21%
con respecto a control (tabla 1V.2.16., figura 1V.2.34.).

El andlisis de los efectos de la ingesta cronica de etanol y la influencia de
calcio en & medio, sobre la actividad especifica de pGIUAP de sinaptosomas de
corteza frontal de ratén y su medio de incubacion, tras la estimulacion con K* 25
mM, muestralos siguientes resultados. En sinaptosomasy en presenciade calcio, €l
estimulo con K* 25 mM no provocamodificacién significativaagunadelaactividad
pGIUAP con respecto al control, en esta mismasituacion y traslaingesta cronicade
etanol se produce un aumento de esta actividad enzimética del 25.21% (p<0.01),
mientrasque no se produce modificacién significativaa gunadelosnivel esobtenidos
con laestimulacion con K* 25 mM traslaingesta cronicade etanol con respecto alos
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM delaactividad especificabasal
de pGlUuAP (tabla IV.2.15., figura 1V.2.31.). En ausencia de calcio, el estimulo con
K™ 25 mM provocaun incremento significativo (p<0.01) de laactividad pGIUAP del
87.21% con respecto a control, en esta misma situacion y tras laingesta cronica de
etanol también se produce un aumento de esta actividad enzimética del 109.50%
(p<0.01), mientras que se produce unainhibicién del 12.30% (p<0.01) delosniveles
obtenidos con la estimulacion con K* 25 mM tras la ingesta cronica de etanol con
respecto alos niveles obtenidos tras la estimulacion con K* 25 mM de la actividad
especificabasal de pGIUAP (tabla 1V.2.15., figura IV.2.32.).
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En el medio de incubacién y en presencia de calcio, €l estimulo con K* 25
mM provoca un incremento significativo (p<0.01) de la actividad pGIuAP del
75.58% con respecto al control, en esta mismasituacion y tras laingesta crénica de
etanol también se produce un aumento de esta actividad enzimética en un 33.11%
(p<0.01), mientras que se produce unainhibicion del 50.91% (p<0.01) delosniveles
obtenidos con la estimulacion con K* 25 mM tras la ingesta cronica de etanol con
respecto alos niveles obtenidos tras la estimulacién con K* 25 mM de la actividad
especificabasal de pGIUAP (tabla 1V.2.16., figura 1V.2.33.). En ausenciade calcio,
el estimulo con K* 25 mM provoca una inhibicion significativa (p<0.01) de la
actividad pGluAP del 38.29% con respecto a control, en estamismasituaciony tras
laingesta cronica de etanol también se produce una disminucién de esta actividad
enzimética del 29.58% (p<0.01), mientras que no se produce modificacion
significativaalgunade los nivel es obtenidos con la estimulacion con K* 25 mM tras
laingesta cronica de etanol con respecto alos niveles obtenidos tras la estimulacién
con K* 25 mM de la actividad especifica basal de pGIUAP (tabla 1V.2.16., figura
1V.2.34.).
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Sinaptosomas
Con Calcio Sin Calcio
Basal 5.21+0.348 4.30+0.105
Control
K*25 mM 5.30+0.150 8.05+0.233
Basal 4.76+0.087 3.37+0.058
Etanol
K*25 mM 5.96+0.068 7.06+0.235

Tabla IV.2.15. Valores de actividad especifica de pGIUAP de sinaptosomas de corteza frontal de
ratones controlesy ratones que tomaron etanol en el agua de bebida en condiciones basalesy tras
estimulacion con K* 25 mM en un medio de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan
en nmolesde pGlu-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg deproteina(MediatSEM; n=11).

M edio de Incubacion

Con Calcio Sin Calcio
Basal 4.71+0.199 5.04+0.202
Control
K*25 mM 8.27+0.468 3.11+0.119
Basal 3.05+0.121 3.82+0.098
Etanol
K*25 mM 4,06+£0.133 2.69+0.084

Tabla 1V.2.16. Valores de actividad especifica de pGIUAP en e medio de incubacion de
sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron etanol en el agua de
bebida en condiciones basales y tras estimulacion con K* 25 mM en un medio de incubacién con o
sin calcio. Los resultados se expresan en nmoles de pGlu-R-naftilamida hidrolizados por minuto 'y
por mg de proteina (Media=SEM; n=11).
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PGIuAP

Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.31. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de pGIUAP de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron
etanol en el agua de bebida, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacién. Los
resultados se expresan en nmoles de pGlu-R3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de
proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

PGIuAP

Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.32. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de pGIuAP de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron
etanol en € agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en €l medio de incubacién. Los
resultados se expresan en nmoles de pGlu-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de
proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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PGIuAP

Medio de Incubacion

-

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.33. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de pGIuAP en el medio de incubacion de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles
y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en presencia de calcio en el medio de
incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de pGlu-3-naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

PGIuAP

Medio de Incubacion

B

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.34. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de pGIuAP en el medio de incubacion de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles
y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en el medio de
incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de pGlu-3-naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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2.12. EFECTO DE LA INGESTA CRONICA DE ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD
ESPECIFICA DE LEUCINA AMINOPEPTIDASA DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA
FRONTAL DE RATON, EN CONDICIONES BASALES Y DESPOLARIZANTES.
I NFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos de la ingesta crénica de etanol, en presencia o
ausencia de calcio en el medio, sobre la actividad especifica basal de LeuAP de
sinaptosomas de corteza frontal de ratén y su medio de incubacion, muestra los
siguientesresultados: En sinaptosomasy en presenciade calcio en el medio, el etanol
no modifica significativamente la actividad especifica basal de GIUAP con respecto
al control (tabla1V.2.17., figura1V.2.35.). Por €l contrario, en ausenciade calcio, €l
etanol disminuyesignificativamente (p<0.01) laactividad especificabasal de LeuAP
en un 41.82% con respecto al control (tabla1Vv.2.17., figura1V.2.36.).

En e medio de incubacién y en presencia de calcio, e etanol disminuye
significativamente (p<0.01) la actividad especifica basal de LeuAP en un 66.53%
(tabla1Vv.2.18., figura1V.2.37.). En ausenciade calcio, el etanol también disminuye
significativamente(p<0.01) laactividad especificabasal deL euAPenun46.83% con
respecto al control (tabla1Vv.2.18,, figura 1V.2.38.).

El andlisis de los efectos de la ingesta cronica de etanol y la influencia de
calcio en e medio, sobre la actividad especifica de LeuAP de sinaptosomas de
corteza frontal de ratén y su medio de incubacion, tras la estimulacion con K* 25
mM, muestralos siguientes resultados. En sinaptosomasy en presenciade calcio, el
estimulo con K* 25 mM no provocamodificacién significativaagunadelaactividad
LeuAP con respecto al control, en esta misma situacién y tras la ingesta cronica de
etanol tampoco se produce modificacion significativa de esta actividad enzimética,
al igual que tampoco se produce modificacion significativa alguna de los niveles
obtenidos con la estimulacion con K* 25 mM tras la ingesta crénica de etanol con
respecto alos niveles obtenidos tras la estimulacion con K* 25 mM de la actividad
especifica basal de LeuAP (tabla IV.2.17., figura 1V.2.35.). Por €l contrario, en
ausenciade calcio, el estimulo con K* 25 mM provoca un incremento significativo
(p<0.05) de la actividad LeuAP del 5.32% con respecto al control, en esta misma
situacion y tras laingesta cronica de etanol también se produce un aumento de esta
actividad enzimatica del 58.90% (p<0.01), mientras que se produce unainhibicion
del 12.22% (p<0.01) delos nivel es obtenidos con laestimulacion con K* 25 mM tras
laingesta cronica de etanol con respecto alos niveles obtenidos tras la estimulacidn
con K* 25 mM de la actividad especifica basal de LeuAP (tabla 1V.2.17., figura
1V.2.36.).
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En el medio de incubacién y en presencia de calcio, €l estimulo con K* 25
mM provocaun incremento significativo (p<0.01) delaactividad LeuAP del 35.88%
con respecto al control, en esta misma situacion y tras laingesta cronica de etanol
también se produce un aumento de esta actividad enziméticaen un 46.88% (p<0.01),
mientras que se produce unainhibicion del 63.82% (p<0.01) delosnivelesobtenidos
con laestimulacion con K* 25 mM traslaingesta cronicade etanol con respecto alos
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM delaactividad especificabasal
deLeuAP (tablalV.2.18., figuralV.2.37.). En ausenciadecalcio, €l estimulo con K*
25 mM provoca una inhibicién significativa (p<0.01) de la actividad LeuAP del
20.41% con respecto a control, en esta misma situacion y tras laingesta cronica de
etanol no se produce modificacién significativade estaactividad enzimatica, mientras
gue se produce unainhibicion del 28.91% (p<0.01) de los niveles obtenidos con la
estimulacion con K* 25 mM tras la ingesta crénica de etanol con respecto a los
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM delaactividad especificabasal
de LeuAP (tabla1Vv.2.18., figura 1V.2.38.).
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Sinaptosomas
Con Calcio Sin Calcio
Basal 6.60+0.321 10.33+0.197
Control
K*25 mM 6.23+0.029 10.88+0.156
Basal 6.58+0.112 6.01+0.059
Etanol
K*25 mM 6.45+0.081 9.55+0.186

Tabla 1V.2.17. Valores de actividad especifica de LeuAP de sinaptosomas de corteza frontal de
ratones controlesy ratones que tomaron etanol en el agua de bebida en condiciones basalesy tras
estimulacion con K* 25 mM en un medio de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan
en nmol es de Leu-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina (MediatSEM; n=11).

M edio de | ncubacion
Con Calcio Sin Calcio
Basal 9.56+0.189 12.3+0.455
Control
K*25mM 12.99+0.088 9.79+0.316
Basal 3.20+0.171 6.54+0.239
Etanol
K*25 mM 4.70+0.113 6.96+0.638

TablalV.2.18. Valoresdeactividad especifica de LeuAP en el medio deincubacién de sinaptosomas
de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron etanol en e agua de bebida en
condiciones basalesy tras estimulacién con K* 25 mM en un medio de incubacion con o sin calcio.
Los resultados se expresan en nmoles de Leu-R3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de
proteina (MediatSEM; n=11).
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LeuAP

Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.35. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de LeuAP de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron
etanol en el agua de bebida, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacién. Los
resultados se expresan en nmol es de Leu-R-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina
(Media=SEM; n=11).

LeuAP

Sinaptosomas

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.36. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de LeuAP de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron
etanol en € agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en €l medio de incubacién. Los
resultados se expresan en nmol es de Leu-3-naftilamida hidrolizados por minutoy por mg de proteina
(Media+SEM; n=11; *p<0.05, **p<0.01).
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LeuAP

Medio de Incubacion

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.37. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de LeuAP en & medio de incubacion de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles
y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en presencia de calcio en el medio de
incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Leu-[3-naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).

LeuAP

Medio de Incubacion

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.38. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de LeuAP en el medio de incubacion de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles
y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en el medio de
incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Leu-[3-naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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2.13. EFECTO DE LA INGESTA CRONICA DE ETANOL SOBRE LA ACTIVIDAD
ESPECiFICA DE TIROSINA AMINOPEPTIDASA DE SINAPTOSOMAS DE CORTEZA
FRONTAL DE RATON, EN CONDICIONES BASALES Y DESPOLARIZANTES.
I NFLUENCIA DEL CALCIO.

El andlisis de los efectos de la ingesta crénica de etanol, en presencia o
ausencia de calcio en e medio, sobre la actividad especifica basal de TyrAP de
sinaptosomas de corteza frontal de ratén y su medio de incubacion, muestra los
siguientesresultados: En sinaptosomasy en presenciade calcio en el medio, el etanol
disminuye significativamente (p<0.05) la actividad especifica basal de GIUAP enun
12.20% con respecto a control (tabla 1V.2.19., figura 1V.2.39.). En ausencia de
calcio, € etanol también disminuye significativamente (p<0.01) la actividad
especifica basal de TyrAP en un 43.86% con respecto a control (tabla 1V.2.19.,
figura1Vv.2.40.).

En e medio de incubacién y en presencia de calcio, e etanol disminuye
significativamente (p<0.01) la actividad especifica basal de TyrAP en un 42.69%
(tabla1Vv.2.20., figuraV.2.41.). En ausenciade calcio, el etanol también disminuye
significativamente (p<0.01) laactividad especificabasal de TyrAPenun49.61% con
respecto al control (tabla1Vv.2.20., figura1V.2.42.).

El andlisis de los efectos de la ingesta cronica de etanol y la influencia de
calcio en el medio, sobrelaactividad especificade TyrAP de sinaptosomas de corteza
frontal de ratdn y su medio de incubacion, tras la estimulacion con K* 25 mM,
muestra los siguientes resultados. En singptosomas y en presencia de calcio, €
estimulo con K* 25 mM provocaunainhibicion significativa (p<0.05) delaactividad
TyrAP del 14.06% con respecto al control, en esta misma situacion y tras laingesta
cronica de etanol no se produce modificacion significativa de esta actividad
enzimética, al igual quetampoco se produce modificacién significativaalgunadelos
niveles obtenidos con laestimulacion con K* 25 mM traslaingesta cronicade etanol
con respecto a los niveles obtenidos tras la estimulacion con K* 25 mM de la
actividad especificabasal de TyrAP (tabla|V.2.19,, figuralV.2.39.). Por e contrario,
enausenciadecalcio, e estimulo con K* 25 mM provocaun incremento significativo
(p<0.01) de la actividad TyrAP del 14.08% con respecto a control, en esta misma
situacion y tras laingesta cronica de etanol también se produce un aumento de esta
actividad enzimatica del 70.10% (p<0.01), mientras que se produce una inhibicion
del 16.30% (p<0.01) delos niveles obtenidos con laestimulacion con K* 25 mM tras
laingesta cronica de etanol con respecto alos niveles obtenidos tras la estimulacién
con K* 25 mM de la actividad especifica basal de TyrAP (tabla 1V.2.19., figura
1V.2.40.).
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En el medio de incubacién y en presencia de calcio, €l estimulo con K* 25
mM provocaun incremento significativo (p<0.01) delaactividad TyrAPdel 27.85%
con respecto al control, en esta misma situacion y tras laingesta cronica de etanol
también se produce un aumento de esta actividad enzimaticaen un 25.14% (p<0.05),
mientras que se produce unainhibicion del 43.91% (p<0.01) delosnivelesobtenidos
con laestimulacion con K* 25 mM traslaingesta cronicade etanol con respecto alos
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM delaactividad especificabasal
de TyrAP (tabla1V.2.20., figuralV.2.41.). En ausenciade calcio, el estimulo con K*
25 mM provoca una inhibicion significativa (p<0.01) de la actividad TyrAP del
24.74% con respecto a control, en esta misma situacion y tras laingesta cronica de
etanol no se produce modificacién significativade estaactividad enzimatica, mientras
gue se produce unainhibicion del 46.92% (p<0.01) de los niveles obtenidos con la
estimulacion con K* 25 mM tras la ingesta crénica de etanol con respecto a los
niveles obtenidostraslaestimulacién con K* 25 mM delaactividad especificabasal
de TyrAP (tabla IV.2.20., figura 1V.2.42.).
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RESULTADOS

Sinaptosomas
Con Calcio Sin Calcio
Basal 3.77£0.272 5.54+0.096
Control
K*25 mM 3.24+0.123 6.32+0.123
Basal 3.31+0.061 3.11+0.175
Etanol
K*25 mM 3.28+0.064 5.29+0.112

Tabla 1V.2.19. Valores de actividad especifica de TyrAP de sinaptosomas de corteza frontal de
ratones controles y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida en condiciones basalesy tras
estimulacion con K* 25 mM en un medio de incubacion con o sin calcio. Los resultados se expresan
en nmoles de Tyr-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina (MediatSEM; n=11).

M edio de | ncubacion
Con Calcio Sin Calcio
Basal 9.37+0.312 7.76£0.134
Control
K*25 mM 11.98+0.242 5.84+0.705
Basal 5.37+0.293 3.91+0.184
Etanol
K*25mM 6.72+0.130 3.10+0.288

TablalV.2.20. Valores de actividad especifica de Tyr AP en € medio deincubacion de sinaptosomas
de corteza frontal de ratones controles y ratones que tomaron etanol en e agua de bebida en
condiciones basalesy tras estimulacién con K* 25 mM en un medio de incubacion con o sin calcio.
Los resultados se expresan en nmoles de Tyr-3-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de
proteina (MediatSEM; n=11)
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TyrAP

Sinaptosomas

I I

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.39. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de Tyr AP de sinaptosomasde corteza frontal deratonescontrolesy ratonesquetomaron etanol
en el agua de bebida, incubados en presencia de calcio en el medio de incubacién. Los resultados
se expresan en nmoles de Tyr-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; *p<0.05).

TyrAP

Sinaptosomas

e

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.40. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de Tyr AP de sinaptosomasde corteza frontal deratonescontrolesy ratonesquetomaron etanol
en € agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en el medio de incubacion. Losresultados se
expresan en nmoles de Tyr-R-naftilamida hidrolizados por minuto y por mg de proteina
(MediatSEM; n=11; **p<0.01).
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RESULTADOS

TyrAP

Medio de Incubacion

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.41. Representacion del efecto del estimulo con K™ 25 mM sobre la actividad especifica
basal de TyrAP en el medio de incubacién de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles
y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en presencia de calcio en el medio de
incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Tyr-3-naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (Media+SEM; n=11; *p<0.05, **p<0.01).

TyrAP

Medio de Incubacion

[ Control [ Etanol

FiguralV.2.42. Representacion del efecto del estimulo con K* 25 mM sobre la actividad especifica
basal de TyrAP en el medio de incubacién de sinaptosomas de corteza frontal de ratones controles
y ratones que tomaron etanol en el agua de bebida, incubados en ausencia de calcio en el medio de
incubacion. Los resultados se expresan en nmoles de Tyr-3-naftilamida hidrolizados por minuto y
por mg de proteina (MediatSEM; n=11;**p<0.01).
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1. SOBRE LA METODOL OGIiA EMPLEADA.

1.1. SOBRE LA FRACCION SINAPTOSOMAL UTILIZADA.

La pureza de las fracciones estandar de sinaptosomas ha sido puesta en tela
de juicio muchas veces. Por ejemplo, estudios en los que se anaden homogeneizados
de células gliales cultivadas marcadas con radionucledtidos a homogeneizados de
cerebro antes del comienzo del fraccionamiento subcelular, indican que la mitad del
material de las fracciones sinaptosomales puede derivarse de las células gliales en
lugar de los terminales nerviosos (Henn et al., 1976). Con estos trabajos, se pone en
duda la significacion de estudios que utilizan preparados de sinaptosomas para
investigar las propiedades de los terminales nerviosos de los que se supone que
derivan. Pero también existen muchas pruebas a favor de que los sinaptosomas
comprenden la mayoria de los cuerpos citoplasmaticos presentes en estas fracciones
(Lajtha, 1983).

Debido a que los métodos habituales para preparar fracciones de
sinaptosomas son sencillos (ultracentrifugacion en gradiente de densidad
discontinua), a priori, pareceria que las fracciones de sinaptosomas fuesen muy
homogéneas y estuviesen libres de material contaminante. Sin embargo, una amplia
gama de fragmentos de membrana de distinto tamafio contamina las preparaciones
de sinaptosomas, tal como se desprende de la mayor parte de las imagenes de
microscopio electronico publicadas sobre estas fracciones. Muchos perfiles de
membrana sacciformes no contienen estructuras caracteristicas de las sinapsis, como
engrosamientos sinapticos o vesiculas sinapticas. No obstante, la ausencia de
vesiculas sinapticas especializadas puede deberse frecuentemente al plano del corte
de estas estructuras; los cortes de microscopia electronica habitualmente tienen un
grosor de 50 nm mientras que los terminales nerviosos son mucho mayores (1-2 pm)
en didmetro y parecen contener regiones no ocupadas por vesiculas o mitocondrias.
Las estructuras sacciformes vacias de este tipo contienen frecuentemente material
granular que podria ser citoplasma y estas estructuras podrian formarse a partir de
prolongaciones gliales arrancadas (gliosomas) (Cotman y Taylor, 1971; Gambetti et
al., 1972) o de las dendritas (dendrosomas). La presencia de polisomas es un hecho
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raro y cuando existen es probable que sea debido a que estos no se han observado en
los axones de los terminales nerviosos, pero existen en las dendritas y en las
prolongaciones gliales. Otras estructuras que se aprecian frecuentemente en los
preparados del cerebro son los sinaptosomas unidos a un saco de una dendrita
postsinaptica (Verity ef al., 1980). Estas estructuras mixtas pre- y postsindpticas son
poco frecuentes, no se sabe si la regidon postsindptica consta de un cuerpo
citoplasmatico cerrado (Bradford, 1988).

La fraccion subcelular equivalente preparada a partir de células gliales
cultivadas, que corresponderia a la fraccion sinaptosomal, parece ser totalmente
distinta desde el punto de vista morfologico y consta esencialmente de perfiles
membranosos vacios. Estudios con marcadores quimicos y enziméticos de las células
gliales han sugerido una contribucion relativamente minima desde las células gliales
(Delaunoy et al., 1979; Wheler et al., 1979; Ward y Bradford, 1979). Otros estudios,
basandose en los sistemas de transporte especificos de la membrana (Bradford, 1988),
han demostrado que hay al menos una proporcion 5:1 de sinaptosomas o
dendrosomas con respecto a gliosomas en los preparados de la corteza cerebral.
Puesto que una elevada proporcion de la superficie de las arborizaciones dendriticas
parece ofrecer lugares para los botones sindpticos que realizan contacto, se cree
improbable que la fragmentacion durante la dispersion tisular (homogeneizacion)
permita la formacion de dendrosomas. Las membranas plasmaticas de las dendritas
y las espinas dendriticas se fragmentan para formar membranas libres o parte de los
sinaptosomas durante la disrupcion tisular (Bradford, 1988).

Estas lineas de argumentacion y los datos a que han dado lugar sugieren que
los preparados estandar, ricos en sinaptosomas, contienen una contaminacion
relativamente pequefia (< 20%) en forma de elementos gliales citoplasmaticos,
aunque pueda parecer sorprendente que con la simplicidad del método de preparacion
se consigan estos porcentajes (Bradford, 1988).

1.2. SOBRE EL ENsAYO CON MTT comoO INDICE DEL COMPORTAMIENTO
BIOENERGETICO DE LOS SINAPTOSOMAS.

En 1983, Mosmann utilizé la sal MTT para desarrollar un método cuantitativo
colorimétrico para determinar la supervivencia y proliferacion de células de
mamiferos. El ensayo estd basado en la hidrdlisis de esta sal tetrazélica (de color
amarillo) por el enzima mitocondrial succinato-dehidrogenasa, formando cristales
insolubles en agua de color azul oscuro (Slater et al., 1693). Este ensayo detecta
células vivas, pero no muertas, y la seial generada depende del grado de activacion
de las células. Este método ha sido muy utilizado para medir la proliferacion celular
y la citotoxicidad (Martinez-Martos et al., 2000). Debido al uso tan extendido de los
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sinaptosomas para estudiar diversos aspectos farmacologicos, fisioldgicos y
bioquimicos de la funcion sinaptica, en nuestro laboratorio se ha analizado la utilidad
del ensayo con MTT para estudiar la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial
bajo condiciones basales y estimuladas, en sinaptosomas de corteza cerebral de
ratones y ratas para proponerlo como un indice de la funcionabilidad y el estado
energético de esta fraccion subcelular. Nuestros resultados demuestran que el ensayo
con MTT es util para analizar los cambios fisiologicos en el estado energético de
sinaptosomas corticales de rata y raton, al menos en tres condiciones: en estado de
reposo; tras la despolarizacion con altas concentraciones de K', donde se acelera la
respiracion por el incremento de la permeabilidad al Na™ a través de la membrana
plasmatica, lo que estimula la funciéon de la ATPasa Na'/K", incrementando la
demanda energética (Erecinska et al., 1991; Raatikainen et al., 1991); y tras la
estimulacion con ATP, que puede actuar bien a través de sus receptores ionotropicos
o metabolotropicos (Zimmerman, 1994), o directamente sobre los enzimas
mitocondriales. Por tanto, aunque estd ampliamente descrito que el MTT se reduce
por mitocondrias activas de células vivas, y que este ensayo puede servir casi
exclusivamente para medir la proliferacion celular y la citotoxicidad, también el MTT
puede ser util como un indice del estado funcional y del comportamiento energético
de los sinaptosomas de corteza cerebral de roedores (Martinez-Martos et al., 2000),
aportando un dato interesante para ser relacionado con otros parametros bioquimicos
y fisioldgicos en diferentes tipos de estudios bajo condiciones basales o estimuladas.

1.3. SOBRE EL METODO QUIMIOLUMINISCENTE PARA LA DETECCION DE
RADICALESLIBRES.

En biologia, muchos compuestos de interés estan presentes en los fluidos
corporales en concentraciones tan bajas que los métodos analiticos comunes no son
eficientes para su determinaciéon. Se propuso que la determinacion de estos
compuestos mediante el uso de reacciones antigeno-anticuerpo se haria tras el
marcaje radiactivo de una de las partes, el antigeno, para discriminar los componentes
libres y unidos. Este método, que aun se utiliza en la actualidad, tiene los
inconvenientes propios del uso de material radiactivo, por lo que se han buscado
marcajes alternativos (Kricka y Carter, 1982; Ekins ef al., 1989; Svehla, 1992).

La luminiscencia y especialmente la quimioluminiscencia es una de las
alternativas. Luminiscencia es un término empleado para describir la emision de luz
que ocurre cuando una molécula que estd en un estado excitado se relaja a su estado
de reposo. Los tipos de luminiscencia existentes difieren en la fuente de energia
utilizada para obtener el estado excitado. Esta energia puede ser suministrada por
radiacion electromagnética (fotoluminiscencia, fluorescencia o fosforescencia), por
calor (piroluminiscencia), por fuerzas de friccion (triboluminiscencia), por impacto
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de electrones (catodoluminiscencia) o por cristalizacion (cristaloluminiscencia). En
la quimioluminiscencia, la energia se produce por una reaccion quimica (Svehla,
1992). Los luminémetros basados en la deteccion de luz ruda mediante tubos
fotomultiplicadores estan entre los recursos mas baratos de este campo (Van Dyke
et al., 1985; Stanley, 1992a,b).

Rongen y colaboradores han revisado las principales ventajas del uso de
quimioluminiscencia (Rongen et al., 1994) destacando la gran respuesta linear, que
alcanza hasta seis 6rdenes de magnitud; la rapida emision de luz, especialmente
cuando se genera un flash simple; la alta estabilidad de los reactivos y su bajo precio.
También se ha apuntado el corto tiempo de incubacion necesario debido a la alta
sensibilidad lograda, la completa compatibilidad con inmunoensayos homogéneos
o heterogéneos, competitivos 0 no competitivos, directos o indirectos o ensayos
inmunométricos desarrollados en formatos de uno o dos pasos y finalmente la
ausencia de toxicidad. Estas declaraciones que fueron validas hasta 1994,
especialmente la Gltima, todavia permanecen en vigor (Dodeigne et al., 2000).

La quimioluminiscencia puede definirse simplemente como la luz emitida por
una reaccion quimica (Svehla, 1992). Esta reaccion quimica debe producir energia
en cantidad suficiente (aproximadamente 300 KJ mol” para emision de luz azul y 150
KJ mol" para emision de luz roja) para inducir la transicién de un electron de su
estado de reposo al estado excitado. Esta transicion electronica a menudo se
acompafia de cambios vibracionales y rotacionales en la molécula. El retorno del
electron a su estado de reposo se acompafia de la emision de un foton, y al fendmeno
se le llama quimioluminiscencia. La molécula excitada también puede perder energia
por otras vias (reacciones quimicas, por desactivacion, por choques, conversion
interna o cruce entre sistemas). Estos procesos de pérdida de energia no son deseables
desde el punto de vista analitico cuando compiten con la quimioluminiscencia
(Dodeigne et al., 2000).

Aunque los animales luminosos se conocen desde la antigua Grecia, la
quimioluminiscencia “artificial” fue descrita por primera vez al observarse la emision
de luz amarilla cuando el oxigeno era burbujeado en una solucion etanolica alcalina
de 2,4,5-trifenil-imidazol (lofina). Posteriormente, se demostraron las propiedades
luminiscentes del luminol. Los derivados de la acridina fueron conocidos como
moléculas quimioluminogénicas desde que se describieran la emision de luz azul o
verde de la lucigenina. Finalmente se propuso un mecanismo basado en la formacion
de un ciclo de dioxetanona para explicar la quimioluminiscencia de las sales de
acridina, y posteriormente se han descrito derivados del dioxetano y dioxetanediona
(peroxiosalato) como compuestos quimioluminiscentes (Dodeigne et al., 2000).
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Los compuestos
quimioluminogénicos mas
utilizados son las
acilhidracinas, como es el
(iso)luminol (figura V.1.1.).
Estos compuestos necesitan
un catalizador para la
emision de luz y un
potenciador para ser
competitivos en términos de
sensibilidad. Esto tiene el
inconveniente de que puede
producir una gran cantidad
de sefales de fondo. Los

Iuminol

isoluminol

Figura V.1.1. Estructura del luminol y del isoluminol.

derivados de la acridina, por su parte, tienen una alta produccion de cuantos incluso
tras el acoplamiento a las proteinas y como no necesitan catalisis, las sefiales de
fondo son bajas y se obtiene alta sensibilidad. La emision de luz instantanea, que se
considera una desventaja de estos compuestos (por problemas de medida), permite

luminol

ion aminoftalato + luz

a-hidroperéoxido

aminoftalato

Figura V.1.2. Reaccion simplificada del mecanismo
del luminol: el intermediario clave es un o-
hidroperoxido obtenido por oxidacion del anillo. Su
descomposicion origina el ion aminoftalato con

emision de luz.

altos indices de muestreo en
analizadores automaticos (Dodeigne
et al., 2000).

Los derivados del luminol
reaccionan siguiendo un esquema de
reaccion que viene dado por la figura
V.1.2. Elintermediario clave es un -
hidroxiper6xido obtenido por
oxidacion del anillo heterociclico,
cuyo patron de descomposicion, que
lleva al estado excitado y la emisién
de luz, es unico y depende solo del
pH del sistema. Al contrario, el
primer paso depende fuertemente de
la composicion del medio (Merenyi
et al., 1990).

En medios aproteicos
(DMSO o dimetilformamida),
solamente se necesita oxigeno y una
base fuerte para la
quimioluminiscencia (Schroeder y
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Yeager, 1978). En disolventes proteicos distintos derivados del oxigeno (O,, O, o
H,0,) pueden oxidar a los derivados del luminol si bien la reaccion necesita ser
catalizada enzimaticamente (Dodeigne et al., 2000). Se han descrito enzimas, como
la microperoxidasa, mieloperoxidasa, peroxidasa de rabano picante, catalasa, xantin
oxidasa (Jansen et al., 1989; Radi et al., 1989; 1990), metaloproteinas como el
citocromo C (Akhrem er al, 1985), hemoglobina (Kozlov et al., 1990),
deuterohemina, ademas de catalizadores minerales como el ozono molecular y
aniones persulfato o haldégenos o cationes Fe(Ill), Co(Il) y Cu(Il) y sus complejos
(Schroeder y Yeager, 1978; Van Dyke et al., 1985; Rongen et al., 1994).

Por lo que respecta a las propiedades luminiscentes de estos compuestos, hay
que indicar que la produccion de cuantos del luminol (figura V.1.2.) no excede del
5% en DMSO (Van Dyke et al., 1985) y del 1-1.5% en sistemas acuosos (Schroeder
y Yeager, 1978). El isoluminol es mucho menos eficiente. Es por ello que se han
hecho intentos por diferentes caminos para mejorar la eficiencia.

Eluso de la quimioluminiscencia ha sido descrito para el analisis de diversos
parametros bioldgicos como glucosa, contenido de fosfolipidos, colesterol, elementos
traza, tioles, etc. (Huang et al., 1991; Matsubara et al., 1992; Hasebe et al., 1997;
Qin et al., 1997; Barnett et al., 1999; Kubo et al., 1999), e incluso para predecir el
curso de enfermedades infecciosas (Iunuskhodzhaev et al., 1989; Rogovine y
Mushtakova, 1995).

Los derivados del oxigeno producidos como radicales libres también pueden
ser detectados por quimioluminiscencia con el luminol. El H,O, fue el primero en el
que se pensd como Unica especie implicada en la quimioluminiscencia (Wymann et
al., 1987) pero pronto se sospecho y posteriormente se confirmé que el O,y los OH
también participan de la luminiscencia (Lock et al., 1988; Takahashi et al., 1991).
Recientemente, se ha visto cierta especificidad de los derivados del isoluminol por
los radicales libres de oxigeno originados en el medio extracelular. Esta especificidad
ha sido relacionada con la incapacidad del isoluminol para penetrar en la célula
(Lundqvist et al., 1995; Lundqvist y Dahlgren, 1996). Los niveles de
quimioluminiscencia encontrados correlacionan bien con distintos tipos de
enfermedades cronicas o agudas (Anton et al., 1988; Asman et al., 1988; Coble et al.,
1988; Piergiacomi et al., 1988; Popov et al., 1990; Dodeigne et al., 2000). Asi por
ejemplo, estudios de quimioluminiscencia en leucocitos han llevado a comprender
las enfermedades relacionadas con procesos inflamatorios.

Por lo que respecta a los derivados de la acridina, como la lucigenina, fue
McCapra (McCapra, 1976) quien se dedic6 a su estudio. El mecanismo de reaccion
mas probable en este caso es el que se presenta en la figura V.1.3. Para que se de
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quimioluminiscencia de los derivados de la acridina solamente se necesitan H,O,. La
lucigenina reacciona con el para formar un derivado del dioxetano (Svelha, 1992).

Mecanismo probahle

Caz

=]
X
10
OHG
Rutas alternativas
1120
OHB
vth
Xe

Figura V.1.3. Representacion esquemadtica del mecanismo mas probable de obtencion de los
derivados de acridina y otras rutas alternativas.

Excepto la lucigenina y las arilmetilen-N-metil-dihidroacridinas, todos los
derivados de la acridina estan formadas por dos partes: el heterociclo de acridina y
el grupo radical. Cada parte juega un papel importante en la emision de luz.

Por lo que respecta a las propiedades luminiscentes de estos compuestos
indicar que, generalmente, los derivados de la acridina emiten luz en forma de flashes
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cortos tras la puesta en marcha de la reaccion quimica, siendo las caracteristicas de
emision de luz relativamente independientes del microambiente. Ademas, la alta
produccion de cuantos y la baja sefial de fondo permiten detecciones muy sensibles.
Es por ello que los derivados quimioluminogénicos de la acridina han sido muy utiles
paraladeteccion mediante ELISA (enzime linked immuno sorbent assay) de distintos
parametros como la TSH (hormona estimulante de tirosina) (Berry et al., 1988;
Zucchelli et al., 1989; Edwards et al., 1990), marcadores tumorales (Weeks ef al.,
1983a,b), inmunoglobulinas y compuestos relacionados (Hart y Taaffe, 1987).

Ademas, la lucigenina es muy utilizada para la cuantificacion especifica de
O, tras el estrés oxidativo (Klegeris et al., 1995; Kucukkaya et al., 1996; Sun et al.,
1996, Gasbarrini et al., 1998).

1.4. SOBRE LAS SUSTANCIAS QUE REACCIONAN CON EL AciDo TIOBARBITURICO
COMO [NDICE DE PEROXIDACION L IPiDICA.

En los sistemas biologicos se producen roturas de hidroperoxidos lipidicos
que dan lugar a los aldehidos (McBrien y Slater, 1982; Poli et al., 1985; Chan, 1987).
La identificacion y andlisis de estos compuestos son un indice util del grado de
peroxidacion lipidica, lo cual es importante para elucidar el papel de los aldehidos
como agentes causantes de ciertas patologias (Comporti, 1985; Poli ef al., 1985;
Chan, 1987). Existen diferentes métodos analiticos, tanto cualitativos como
cuantitativos para analizar estos compuestos, si bien se presta especial atencion al
MDA y al 4-hidroxinonenal (HNE) (Esterbauer y Cheeseman, 1990).

EIHNE es el mayor producto de la descomposicion peroxidativa de los acidos
grasos polinsaturados omega-6 y tiene propiedades citotoxicas, hepatotoxicas,
mutagénicas y genotoxicas (Comporti, 1985; Poli et al., 1985; Esterbauer et al.,
1988). Existen niveles elevados de HNE bajo condiciones de estrés oxidativo en
plasma y varios 6rganos (Esterbauer y Zollner, 1989; Vigo-Pelfrey, 1990). Ademas,
la peroxidacion lipidica genera muchos otros aldehidos que pueden ser también de
significancia toxicoldgica (Schauenstein et al., 1977; Comporti, 1985; Poli et al.,
1985; Vigo-Pelfrey, 1990).

Sin embargo el MDA es el aldehido individual mas abundante de la
peroxidacion lipidica, y su determinacion mediante el uso del TBA es uno de los
métodos mas comunes en los estudios de peroxidacion lipidica (Esterbauer y
Cheeseman, 1990). E1 MDA in vitro puede alterar proteinas, ADN, ARN y muchas
otras biomoléculas (Schauenstein et al., 1977). En este método, una molécula de
MDA reacciona con dos moléculas de TBA obteniendose un méximo de absorcién
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a 532-535 nm (color rosa). Se suele mezclar la muestra con TCA helado para
precipitar las proteinas (Esterbauer y Cheeseman, 1990).

Existen muchos factores que van a influenciar los resultados obtenidos con
el método del TBA (Bird y Draper, 1990; Estebauer et al.,1990), como pueden ser
la preparacion del TBA en soluciones de 4cidos fuertes, las altas concentraciones de
metales como el hierro o de azucares como la sacarosa y el uso de todo el tejido como
muestra.

Esta bien documentado que el método del TBA no es especifico para el MDA,
ya que existe una gran variedad de sustancias, ademéas del MDA, que bajo
condiciones apropiadas forman complejos de TBA rosas. Ademas, el MDA, o
sustancias como el, se pueden originar en el ensayo por la descomposicion térmica
de sus precursores (Marcuse y Johansson, 1973; Gutteridge, 1981; Witz et al., 1986).
Se ha demostrado que usando el protocolo descrito para muestras de tejido
peroxidado como los microsomas, hay menos produccion de artefactos del MDA o
interferencias con otras sustancias positivas al TBA (Esterbauer y Slater, 1981;
Esterbauer et al., 1982; Lang et al., 1984; Esterbauer et al. 1990).

En los procedimientos estandar, muchos de los precursores potenciales del
MDA son eliminados por la precipitacion del TCA frio previo al ensayo. Otros
compuestos positivos al TBA que pueden estar presentes en el sobrenadante
desproteinizado, tales como aldehidos, aminoacidos, azicares e hidroperoxidos de
acidos grasos, dan un color débil en el ensayo estandar del TBA. La absorcion a 530-
535 nm producida por estos compuestos es varios ordenes de magnitud menor que
la absorcion producida por el MDA. Los compuestos positivos al TBA interferirian
significativamente con la determinacion estdndar del MDA (Esterbauer y Cheeseman,
1990).

La situacion puede ser completamente diferente si las condiciones de la
reaccion estandar se alteran significativamente, por ejemplo calentando en presencia
del la fraccion completa de tejido, prolongando los tiempos de reaccion, usando otros
acidos y suplementando la mezcla de la reaccion con hierro. No cabe duda de que los
test del TBA modificados son mucho menos especificos, y es apropiado referirse en
tales casos a la medida de sustancias positivas al TBA, TBARS o simplemente
valores de TBA en vez de especificar MDA (Esterbauer y Cheeseman, 1990).

Frecuentemente se utilizan modificaciones del test del TBA empleando toda
la muestra acidificada. Hay un método con é4cido fosféorico que mide MDA y/o
TBARS unidos a proteinas; parece que bajo las condiciones del ensayo la union es,
al menos en parte, reversible.
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Aunque se han introducido muchas variaciones en el método, calentar la
muestra con TBA en una solucion acida es comun a todas. Esto puede ser una fuente
de error si solo se mide la absorbancia a 530-535 nm. Asi, a menudo se forman
compuestos amarillos con un méaximo a 450-490 nm y una absorbancia significativa
a530-535 nm, que conllevan a una sobrestimacion de los TBARS. Es recomendable,
por tanto, analizar el espectro en el rango de 430-600 nm y comprobar la existencia
del maximo a 532 nm tipico del complejo MDA-TBA. En cualquier caso, la cantidad
exacta del complejo MDA-TBA en la mezcla de reaccion puede ser determinada por
HPLC (Bird et al., 1983; Bird y Draper, 1990).

En conclusion, hay que tener en cuenta que los resultados obtenidos con el
ensayo del TBA estan muy influenciados por las condiciones de la reaccion. Y si la
muestra se calienta en una solucion de TBA 4cida hay que tener presente que la
absorcion resultante a 530-535 nm (o la fluorescencia a 553 nm) puede deberse bien
al MDA preexistente, bien al MDA unido a proteinas y peroxidos lipidicos al igual
que de otras sustancias que dan MDA o TBARS en écidos calientes. Es por ello que
los analisis en los que se utiliza solo la fraccion soluble de TCA de la muestra son
mas especificos para el MDA libre, aunque en este caso las interferencias pueden ser
causada por otros compuestos solubles en TCA, en particular, si el MDA libre es
bajo, como ocurre en muestras de tejido fresco (Esterbauer y Cheeseman, 1990).

1.5. SOBRE LA FORMACION DE GRUPOS CARBONILO COMO [NDICE DE LA
OXIDACION DE PROTEINAS.

En muchos procesos fisioldgicos y patologicos tiene lugar una modificacion
covalente postranslacional de las proteinas, consistente en la denominada oxidacion
catalizada por metales (Davies, 1986; Oliver et al., 1987b). Dentro de estos procesos
se incluyen los de envejecimiento, recambio de proteinas intracelulares, artritis y
enfermedades pulmonares. En este contexto, la introduccion de grupos carbonilos en
los residuos aminoacidicos de las proteinas es un indice de la modificacion oxidativa.
La deteccion de estos grupos con los reactivos especificos proporciona, por tanto,
métodos para detectar y cuantificar la oxidacion de proteinas. También hay otros
cambios inducidos por la oxidacion catalizada por metales que pueden ser utilizados
como indices de la oxidacion de proteinas. Aqui se incluyen la pérdida de actividad
catalitica (Levine et al, 1981; Fucci et al., 1983; Levine, 1983), la pérdida de
residuos de His (Levine, 1983), cambios en la hidrofobicidad de superficie (Cervera
y Levine, 1988) y alteraciones en el espectro ultravioleta de la proteina (Levine et al.,
1981; Fucci et al., 1983; Levine, 1983; Cervera y Levine, 1988; Rivett y Levine,
1990). Sin embargo, muchos de estos indices alternativos son utiles solamente
cuando se tienen proteinas purificadas. Por tanto, el analisis del contenido en grupos
carbonilo de las proteinas es actualmente el método mas adecuado para evaluar la
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oxidacion proteica. Los residuos aminoacidicos que adquieren grupos carbonilos no
han sido identificados completamente, pero el y-Glu-semialdehido parece ser el mas
importante (Levine et al., 1990).

No obstante, hay que tener presente que los grupos carbonilos pueden
aparecer de forma natural en el caso de proteinas glicosiladas enzimaticamente o
como resultado de la glicosilacion no enzimatica (Cerami, 1985).

Aungque los procedimientos para el andlisis del contenido en grupos carbonilo
se han utilizado tanto en proteinas purificadas como en extractos crudos (Benedetti
et al., 1982; Levine, 1983; Oliver, 1987; Oliver y Levine, 1987; Oliver et al.,
1987a,b; Starke et al., 1987; Simic et al., 1989), hay que tener en cuenta que la
presencia de grupos carbonilo no es totalmente especifica de los procesos oxidativos
en el caso de extractos crudos o de homogenados, ya que los 4cidos nucleicos van a
interferir en el analisis y deben ser eliminados previamente. Ademas, las proteinas
oxidadas son particularmente susceptibles a la degradacion proteolitica (Rivett,
1986).

El mecanismo de oxidacion catalizada por metales de las proteinas ha sido
descrito en detalle (Hayaishi et al., 1989). En resumen, un cation metalico susceptible
(por ejemplo Fe**/Fe*") se une a un sitio de unién de un catiéon divalente de la
proteina. La reaccion con O, o H,0, genera especies de oxigeno reactivas, las cuales
oxidan a los residuos aminoacidicos en el sitio de union del catiéon o en un sitio
préximo a el. Como ya se ha mencionado, esta reaccion normalmente inactiva a los
enzimas, presumiblemente por destruccion del sitio de unidon del cation esencial
(Levine et al., 1990).

El reactivo clasico para la determinacion de grupos carbonilo como indice de
la oxidacion de proteinas es la 2,4-DNP (Fields y Dixon, 1971; Levine, 1983). El
contenido en grupos carbonilos detectado por este método es equivalente a otros
métodos radiactivos siempre y cuando la cantidad de muestra sea suficiente
(preferiblemente mas de 0.5 mg de proteina) (Levine et al., 1990).

1.6. SOBRE LOS METODOS DE DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES
AMINOPEPTIDASAS.

Parala deteccion de una AP, con absoluta garantia de su naturaleza, se exigen
métodos de determinacidn que pudieran resultar engorrosos; ya que se necesitaria la
presencia de un péptido sustrato para el enzima de secuencia conocida y en estado
practicamente puro y del manejo de técnicas sofisticadas tales como la HPLC o los
analizadores de aminoacidos. Menos problemadticas resultarian las técnicas de
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cromatografia en capa fina o en papel, aunque en estos casos existirian problemas de
cuantificacion de la actividad enzimatica.

Tales técnicas pueden ser utilizadas actualmente, de hecho algunos
investigadores las utilizan para demostrar la actividad de una AP purificada sobre un
determinado péptido, pero no estaban al alcance de los investigadores de hace
cincuenta afios. Estos decidieron perfeccionar las primitivas determinaciones de la
actividad AP (que se realizaban midiendo el incremento del contenido de
aminoacidos de lamuestra incubada) utilizando sustratos artificiales hidrolizables por
estos enzimas y cuyos productos fuesen facilmente detectables y medibles.

El primer sustrato artificial utilizado para la determinacion de una AP fue la
L-leucinamida (Linderstrom-Lang, 1929). Inmediatamente se sugirié el nombre de
LeuAP para el enzima, dado que no hidrolizaba los derivados N-acetilados de la L-
leucinamida. El enzima no restringe su actividad al aminoacido Leu, sino que puede
hidrolizar otras amidas sintéticas y distintos polipéptidos bioldgicamente activos. Los
métodos de determinacion de los productos de las hidrolisis de la L-leucinamida (Leu
y amoniaco) son muy variados, ya que el pH 6ptimo de la reaccion es de 8-9, y a pH
7.4 el enzima es practicamente inactivo. Es dudoso que la actividad de hidrdlisis de
L-leucinamida sea la misma que la detectada con otros sustratos artificiales. Por
tanto, la clasica LeuAP es distinguible de otras AP que funcionan a pH proximo al
neutro.

Sin lugar a duda, los sustratos artificiales mas usados para la determinacion
de AP han sido las aminoacil-pB-naftilamidas, derivados amidicos de la -naftilamina.
Estos sustratos fueron introducidos por primera vez por Gomori (1954), y desde
entonces se han obtenido derivados de todos los aminoécidos, de muchos dipéptidos
e, incluso, compuestos que han permitido la deteccion de diversas endopeptidasas
mediante el bloqueo del grupo N-terminal del aminoéacido con diversos grupos
quimicos. En principio, la B-naftilamina liberada por accion enzimatica se acopla a
una sal diazolica para producir un color rojo o azul dependiendo de la sal de
acoplamiento considerada, y se mide espectrofotométricamente a 520-540 nm. Este
ha sido el método seguido en este trabajo de investigacion para la determinacion de
la actividad AP (véase material y métodos). Este método se ha aplicado también a la
determinacion histoquimica de AP (Gomori, 1954). Pero existe otro método para
medir la B-naftilamida, y este es el método fluorimétrico, sin necesidad del posterior
acoplamiento, a 335 nm de excitacion y 412 nm de emision. A los enzimas que
hidrolizan las aminoacil-fB-naftilamidas (arilamidas), y para diferenciarlos de otras
AP que no hidrolizan a estos sustratos, se los ha denominado “arilamidasas”.
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Dado que la B-naftilamida es, con toda probabilidad, un agente carcindgeno
y no es recomendable su uso rutinario, se han sintetizado otros sustratos de AP en los
ultimos afos que también se utilizan en la actualidad. Nagatsu y colaboradores (1976)
introdujeron las aminoacil-p-nitroanilidas como sustratos que liberan p-nitroanilina
y que se determinan espectrofotométricamente a 380 nm. Finalmente, Prusak y
colaboradores (1980) e Imai y colaboradores (1983), han utilizado las aminoacil-7-
amido-4-metil-cumarinas como sustratos de AP. La 4-metil-cumarina liberada por
estos enzimas puede medirse fluorimétricamente a 460 nm, con excitacion a 380 nm.
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2. SOBRE LOSRESULTADOS.

2.1. SOBRE LOS PARAMETROS DE ESTRES OXIDATIVO.

Como se discutird mas adelante, el presente estudio demuestra la capacidad
del alcohol, tanto in vitro como in vivo, de modificar en distinta direccion la actividad
de diversas AP de la corteza cerebral de ratéon, de un modo dependiente de la
presencia o no del i6n calcio en el medio. Esta capacidad moduladora del alcohol
sobre la actividad de los enzimas proteoliticos no parece relacionada con posibles
fendmenos neurotdxicos inducidos por la administracion in vitro o la ingesta in vivo
de alcohol.

Aunque esté bien descrito que el consumo crénico de etanol durante largos
periodos de tiempo puede dafiar directamente el sistema nervioso (King et al., 1988)
bien por ¢l mismo, por medio de su metabolito oxidativo acetaldehido (Bondy y Guo,
1995; Hunt, 1996) o bien a través de sus metabolitos no oxidativos tales como los
etilesteres de acidos grasos (Bora y Lange, 1993; De Jersey y Treolar, 1994) o el
fosfatidiletanol (Gustavsson, 1994; Dodd et al., 2000), nuestros resultados
demuestran escasos signos de toxicidad tras la administracion de etanol in vitro, y
unos signos algo mas relevantes de toxicidad tras la ingesta de etanol in vivo.

Asi, utilizando lucigenina como potenciador de la sefial de
quimioluminiscencia, cuando se administra alcohol in vifro no se detectan
incrementos en la formacion de radicales libres (especialmente O,") con respecto a
los controles ni en condiciones basales ni en condiciones despolarizantes, e
independientemente de la presencia o no de calcio en el medio. Utilizando luminol
como potenciador de la sefial de quimioluminiscencia, si aparecen pequefios
incrementos de radicales libres (debidos preferentemente a los singletes de oxigeno)
con las dosis mas altas de alcohol en condiciones basales en presencia de calcio en
el medio, si bien no se detectan cambios en ausencia de calcio en el medio en
condiciones basales o cuando el alcohol esté presente en condiciones despolarizantes,
independientemente de la presencia o no de calcio en el medio.
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Tras la ingesta de alcohol in vivo, y utilizando lucigenina como potenciador
de la sefial de quimioluminiscencia, tampoco se detectan variaciones en la formacion
de radicales libres en condiciones basales e independientemente de la presencia o no
de calcio en el medio. Si aparece un incremento en la formacién de radicales libres
tras la ingesta in vivo de alcohol en condiciones despolarizantes y en presencia de
calcio en el medio de incubacion, pero no en ausencia de el. Cuando se utiliza
luminol como potenciador de la sefial de quimioluminiscencia, la ingesta de alcohol
in vivo provoca un incremento en la produccién de radicales libres tanto en
condiciones basales como en condiciones despolarizantes, si bien esto solo tiene
lugar en presencia de calcio en el medio de incubacion.

Los pequefios incrementos en los niveles de radicales libres detectados en
condiciones basales tras la administracion de alcohol in vitro pueden ser
consecuencia del aumento de la actividad mitocondrial que tiene lugar también en
condiciones basales en presencia de calcio en el medio, pero no en ausencia de este,
como se demuestra utilizando el ensayo del MTT. No obstante, en condiciones
despolarizantes y en presencia de calcio en el medio, también se detecta, cuando se
administra alcohol in vitro, un incremento de la actividad mitocondrial que no se ve
reflejado en la produccion de radicales libres que puede detectarse por
quimioluminiscencia potenciada por luminol o lucigenina. Es probable que en estas
condiciones despolarizantes los mecanismos antioxidantes que actiian normalmente
sean capaces de anular el leve efecto que parece ser inducido por el alcohol en
nuestras condiciones experimentales. Por otro lado, en ausencia de calcio en el
medio, la actividad mitocondrial no se modifica en condiciones despolarizantes o
incluso disminuye con altas concentraciones de alcohol, probablemente por la pérdida
de la homeostasis que se origina y/o la alteracion de las membranas sinaptosomales.

Por el contrario, la ingesta de alcohol in vivo no modifica la actividad
mitocondrial en condiciones basales en presencia de calcio, e incluso la disminuye
en ausencia de calcio, mientras que en condiciones despolarizantes la ingesta de
alcohol in vivo, tanto cuando el medio contiene calcio como cuando no, la actividad
mitocondrial disminuye. Es probable, por tanto, que los radicales libres detectados
tras la ingesta de alcohol in vivo sean consecuencia directa de la accion del alcohol
e independientes de la actividad mitocondrial. De hecho, otros autores también han
descrito que la ingesta cronica de alcohol potencia la formacion de radicales libres
a nivel cerebral (Montoliu ef al., 1994).

En cualquier caso, la leve produccion de radicales libres observada en
condiciones basales en un medio con calcio tras la administracion de alcohol in vitro
no parece tener capacidad de inducir neurodegeneracion, ya que no se detecta ni
peroxidacion de los lipidos de membrana ni oxidaciéon de las proteinas

Pagina 284



DiscusiON

sinaptosomal es como se demuestra analizando los TBARS o el contenido en grupos
carbonilo de las proteinas respectivamente. En ausenciade calcio en €l medio, si se
detecta, con la administracion de alcohol in vitro, cierto incremento en laformacion
de TBARS aunque no en e contenido de grupos carbonilo, bien con la mayor
concentracion de alcohol en condiciones basales, o en condiciones despol arizantes.
Estos indicios de neurodegeneracion inducidos por 1a administracién de alcohol in
vitro podrian ser consecuencia de la accion de otros radicales libres distintos de las
especies reactivas de oxigeno o del OH", que no parecen ser detectado por los
potenciadores de la sefial quimioluminiscente luminol y lucigenina (Muller-
Peddinghans, 1984), utilizados en el presente estudio.

Por otro lado, tras la ingesta de acohol in vivo tampoco se detecta
peroxidacionlipidicaenlossinaptosomasni en condicionesbasal esni en condiciones
despolarizantes cuando € medio contiene calcio. Sin embargo, el contenido en
grupos carbonilo delas proteinas, y en contrade |o que cabria esperar, disminuye de
forma acusada. Es muy probable que esta disminucion en € contenido de grupos
carbonilo de las proteinas tras la ingesta in vivo de alcohol sea consecuencia de
posteriores modificaciones en estas moléculas no relacionadas con fenémenos
neurotéxicos. De hecho, se han descrito alteraciones estructurales de las proteinas
gue alteran su contenido en grupos carbonilo por procesos de glicosilacion tanto
enzimética como no enzimatica (Levine et al., 1990). El papel del alcohol en estos
procesos necesita de una investigacion més profunda. Sin embargo, es muy
interesante destacar como tras la ingesta de alcohol in vivo si se detectan niveles
elevados de peroxidacion lipidica en condiciones basales cuando € medio no
contienecalcio, fendmeno tambi én descrito por Montoliuy colaboradores(1994). No
obstante, este incremento en los niveles de peroxidacion lipidica tampoco modifica
el contenido en grupos carbonilo delas proteinas. Y por €l contrario, en condiciones
despolarizantes y en ausencia de calcio en e medio, los niveles de peroxidacion
lipidica encontrados tras laingesta de a cohol in vivo son muy bajos. Normal mente,
las células estén equipadas con mecanismos de defensa antioxidativos de muy
diverso tipo, que van desde mol éculas de bajo peso molecular como €l glutation, los
tocoferoles o la vitamina E, hasta sistemas enziméticos mas complejos como €l de
la SOD o e de la catalasa. EI mantenimiento de un adecuado equilibrio entre
elementos prooxidantesy antioxidantes se puedever alterado demuy diversasformas
como consecuencia de la accidn del acohol (Olanow, 1993).

Nuestros resultados, en cualquier caso, apuntan hacia un papel destacado de
los niveles de calcio en estos indicios de toxicidad imputables al alcohol. En este
sentido, también se hadescrito que el etanol esun inhibidor potente delafuncién del
receptor NM DA en unavariedad de preparaciones neuronal es de cerebro y neuronas
en cultivo (Woodward, 1999; Smothers et al., 2001). El etanol inhibe las corrientes
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cationicas via receptor NMDA (Wirkner et al., 1999) y de una forma menos
extendida via receptor AMPA (Netzeband et al., 1999), produciendo depresion del
incremento del calcio intracelular (Dodd et al., 2000), lo cual puede ser responsable
de los pequetios signos de toxicidad encontrados tras el tratamiento con etanol.

Finalmente, indicar que resultados obtenidos en nuestro laboratorio (Ramirez-
Exposito et al., 2002) han demostrado en ratéon que los procesos neurotdxicos,
incluso en aquellas condiciones en las que se producen grandes incrementos en los
niveles de peroxidacion lipidica, no provocan ningtn tipo de alteracion en los niveles
de actividad de un amplio rango de AP cerebrales.

2.2. SOBRE LASACTIVIDADES AMINOPEPTIDASAS.

Durante mucho tiempo se ha pensado que el mecanismo de accion del alcohol
a nivel molecular se basa en la alteracion del orden de las membranas biologicas,
incrementando su fluidez (Sanchez-Amate et al., 1992; 1995) y, posiblemente,
perturbando la funciéon de las proteinas que se hallan insertas en la membrana
(Diamond y Gordon, 1997; Eckardt et al., 1998). Sin embargo, las dosis de alcohol
necesarias para producir estos efectos han sido siempre relativamente altas, por
encima de 50 mM.

Mas recientemente se ha sugerido que dosis mas bajas de alcohol pueden
actuar directamente sobre proteinas concretas y, mas especificamente, sobre canales
operados por receptor, como los del GABA o Glu. Mas aun, diversos trabajos in vivo
e in vitro sugieren que el etanol a concentraciones consideradas no toxicas e incluso
inferiores, inhiben la funcioén de los canales de calcio dependientes de voltaje, los
cuales representarian una diana especialmente importante del alcohol dentro del SNC
(Tabakoff' y Hoffman, 1987; Mihic et al., 1997) .

Es por esta razon que en la presente Tesis Doctoral se ha utilizado un amplio
rango de concentraciones de alcohol en el caso de los estudios in vitro, para analizar
su influencia sobre las distintas actividades AP, y que al mismo tiempo nos ayuden
a comprender el efecto del alcohol ingerido por los animales in vivo.

De forma general, podemos indicar que el alcohol tiene la capacidad de
modificar de distinto modo la actividad de enzimas proteoliticos del tipo de las AP
en la corteza frontal de raton a nivel de la sinapsis, tanto in vitro como in vivo, en
condiciones basales y despolarizantes, y de una forma dependiente de la presencia o
no de calcio en el medio de incubacion.
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2.2.1. Sobrela Actividad de Aminopeptidasas Neutras (AlaAP, CysAP, LeuAP
y TyrAP) y Basicas (ArgAP).

Por lo que respecta a la actividad de las AP neutras y basicas, en los estudios
in vitro, en condiciones basales y en presencia de calcio, el alcohol ejerce un claro
efecto inhibidor sobre la AlaAP sinaptosomal de forma dosis-dependiente. Por el
contrario, las actividades ArgAP, CysAP, LeuAP y TyrAP sinaptosomales muestran
un comportamiento bifasico dependiendo de la concentracion de alcohol utilizada.
En ausencia de calcio en el medio, la actividad AlaAP sinaptosomal solo fue inhibida
por la concentracion mas alta de alcohol, mientras que la actividad ArgAP
sinaptosomal si se inhibe de forma dosis-dependiente. Por otro lado, las actividades
CysAP, LeuAP y TyrAP sinaptosomales muestran un comportamiento bifésico
similar al observado en presencia de calcio. Por tanto, la modulacion por alcohol de
las actividades AlaAP y ArgAP a nivel basal seria calcio-dependiente, mientras que
la regulacion de las actividades CysAP, LeuAP y TyrAP por alcohol en condiciones
basales parece ser calcio-independiente. De hecho, a nivel del sobrenadante, CysAP,
LeuAP y TyrAP mostraron un comportamiento parecido en presencia y ausencia de
calcio, mientras que AlaAP se incrementa en presencia de calcio o no se modifica por
etanol en ausencia de calcio en el medio de incubacion. La actividad ArgAP del
sobrenadante, por su lado, fue inhibida por el etanol en presencia de calcio en el
medio e incrementada en ausencia de calcio.

Sin embargo, los estudios in vivo presentan resultados diferentes. Asi, en
condiciones basales, la ingesta de alcohol in vivo no modifica la actividad AlaAP
sinaptosomal en presencia de calcio, pero se inhibe en ausencia de calcio. El mismo
comportamiento se observa en la actividad LeuAP sinaptosomal. Por el contrario, las
actividades ArgAP, CysAP y TyrAP sinaptosomales son inhibidas tras la ingesta de
alcohol in vivo tanto en presencia como en ausencia de calcio. A nivel del
sobrenadante, sin embargo, todas las actividades (AlaAP, ArgAP, CysAP, LeuAP y
TyrAP) se inhibieron tras la ingesta de alcohol in vivo, independientemente de la
presencia o no de calcio en el medio de incubacion.

Estos cambios inducidos por el alcohol podrian deberse a un efecto directo
de este compuesto y/o de sus metabolitos sobre las distintas actividades AP o bien
a su influencia sobre los constituyentes de las membranas sinaptosomales, que
probablemente tendran lugar de distinto modo tras su administracion in vitro o tras
la ingesta de alcohol in vivo, y que podrian ser responsables de las diferencias de
comportamiento encontradas, especialmente para las actividades AlaAP y ArgAP.
Como apuntabamos anteriormente, esta bien descrito que el alcohol incrementa la
fluidez de lamembrana (Sanchez-Amate et al., 1992; 1995) y cambia su composicion
lipidica, alterando una amplia variedad de funciones de las proteinas insertas en ella
(Diamond y Gordon, 1997). El etanol también induce la liberacién de
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neurotransmisores en sinaptosomas no estimulados independientemente de la
concentracion de calcio extrasinaptosomal, lo cual indica la existencia de una
redistribucion de calcio intracelular. De hecho, el etanol induce la liberacion de calcio
de forma dependiente de la concentracion, en el rango de 30-50 mM, indicando que
los efectos estimuladores del etanol en la liberacion basal de neurotransmisores puede
ser debido a la liberacion microsomal de calcio (Shah y Pant, 1988). Estos
movimientos de calcio pueden estar relacionados con los efectos del etanol sobre las
actividades AP tanto sinaptosomales como del sobrenadante, mas atn cuando se ha
propuesto un mecanismo para la liberacion de algunas AP parecido a la liberacion de
los neurotransmisores clasicos (Mayas el al., 2000a), lo que otorga un papel esencial
al calcio i6nico.

En segundo lugar, tanto in vitro como in vivo la despolarizacion de los
sinaptosomas con K* 25 mM provoca la inhibicion de las actividades AlaAP y TyrAP
sinaptosomales en un medio con calcio, mientras que el resto de actividades no se
modifica. Sin embargo, la despolarizacion en un medio sin calcio, provoca en todos
los casos (a excepcion de la AlaAP sinaptosomal, que disminuye) un incremento de
la actividad en mayor o menor grado. Por otro lado, en el sobrenadante, la
despolarizacion de los sinaptosomas en presencia de calcio incremento6 todas las
actividades AP, pero las inhibi6 o no las modificé (como la AlaAP) en ausencia de
calcio. Se puede hablar, por tanto, en este caso, de una regulacion calcio-dependiente
de la actividad AP bajo condiciones despolarizantes.

Elincremento de las actividades AP en el sobrenadante en presencia de calcio
puede ser probablemente el resultado de la liberacion de enzimas de los sinaptosomas
al medio de incubacion, como hemos citado anteriormente. Esto puede ser indicativo
de que los péptidos activos y las peptidasas que se encargan de degradarlos pueden
ser liberados juntos a la hendidura sinaptica para que regulen la funcion
neurotransmisora/neuromoduladora de esos péptidos por un mecanismo dependiente
de calcio. En ausencia de calcio, los cambios observados pueden deberse a la
imposibilidad de los enzimas de ser liberados bajo condiciones despolarizantes en un
medio libre de calcio, 0 a la consecuencia de la redistribucion del calcio intracelular.
Estos movimientos de calcio pueden ser responsables de las diferentes respuestas de
las AP al etanol dependiendo de la presencia o ausencia de calcio en el medio, como
también hemos apuntado anteriormente.

Una tercera observacion ha sido que la presencia de alcohol en condiciones
despolarizantes en un medio con calcio provoca una inhibicion de todas las
actividades AP en sinaptosomas, si bien para la AlaAP el comportamiento es variable
en funcion de la concentracion de alcohol utilizada. Por el contrario, en ausencia de
calcio, la concentracion menor de etanol (25 mM) incrementa las actividades AP
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sinaptosomales mientras que las concentraciones mayores indujeron un efecto
inhibidor. Por otro lado, en el sobrenadante y en presencia de calcio el etanol inhibid
fuertemente el incremento de las actividades AlaAP y TyrAP tras la estimulacion con
K" 25 mM. Ademas, el aumento de la estimulacion con potasio observado en las
actividades ArgAP, CysAP y LeuAP del sobrenadante se potencia con las
concentraciones mas bajas de etanol pero se inhibe con las mas altas. En ausencia de
calcio y en el sobrenadante, la actividad AlaAP disminuye solamente con las
concentraciones mas altas de alcohol, mientras que este compuesto bloquea
completamente la disminucion de las actividades ArgAP y CysAP inducida por
potasio, siendo necesaria en este ultimo caso la concentracion mas alta de etanol.
Finalmente, el etanol no solo bloquea la disminucion estimulada por potasio de las
actividades LeuAP y TyrAP del sobrenadante sino que la incrementa en diferente
grado segun la concentracion de etanol usada.

Por otro lado, tras la ingesta de alcohol in vivo en condiciones
despolarizantes, encontramos que las actividades AlaAP, LeuAP y TyrAP
sinaptosomales no se modifican en presencia de calcio, mientras que las actividades
ArgAP y CysAP sinaptosomales se inhiben. En ausencia de calcio, sin embargo,
todas las actividades AP sinaptosomales se inhibieron. Del mismo modo, en el
sobrenadante, y tanto en presencia como en ausencia de calcio, todas las actividades
AP resultaron inhibidas en condiciones despolarizantes tras la ingesta de alcohol.

Se ha demostrado que la adicion de alcohol in vitro a sinaptosomas de raton
o rata inhibe la recaptacion de calcio dependiente de la despolarizacion, sin afectar
a la recaptacion bajo condiciones no despolarizantes. Estos resultados sugieren que
los conocidos efectos inhibidores del etanol en la liberacion estimulada de
neurotransmisores puede ser mediada por la inhibicion del flujo de calcio
dependiente de la despolarizacion (Canda et al., 1995). Probablemente el bloqueo de
los canales de calcio dependiente de voltaje de los sinaptosomas pueda ser el
responsable de estos efectos del etanol sobre las actividades AP. Es mas, aunque
ciertas concentraciones de etanol cooperan para evitar la liberacion del enzima de los
sinaptosomas, otros lo incrementan, probablemente debido a la redistribucion
intrasinaptosomal de calcio inducida por el etanol, como se dijo previamente.

Tomados en conjunto, nuestros resultados muestran, en términos generales,
un efecto inhibidor del alcohol sobre las actividades AP neutras y bdasicas. Esto
ocurre tanto en condiciones basales como en condiciones despolarizantes, cuando se
utiliza un medio fisioldgico normal, con niveles adecuados de calcio. Aparece,
ademads, una importante tendencia a un comportamiento bifasico, dependiente de la
concentracion de alcohol utilizada. En este sentido, hay que considerar que los
efectos del alcohol son la suma de la interaccion con multiples sistemas
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neutransmisores/neuromodularores (DA, SHT, GABA, Glu y neuropéptidos) (Mayas
et al., 2000a). Sin embargo, la contribuciéon particular de cada sistema
neurotransmisor conforme la concentracion de alcohol varia, puede constituir la base
neuroquimica de la dosis-dependencia y/o los comportamientos bifasicos de los
efectos del alcohol. Asi, a una cierta dosis un sistema neurotransmisor/receptor
especifico puede ser mas prominente que otro para contribuir a un efecto particular
del alcohol. En cualquier caso, estos efectos moduladores del etanol sobre las
actividades AP no parecen estar relacionados con procesos neurotoxicos inducidos
por el etanol, como se ha discutido anteriormente.

Como hemos referido, los cambios inducidos por el alcohol en las actividades
AP podrian deberse a un efecto directo del alcohol y/o sus metabolitos sobre los
distintos enzimas, o bien a su influencia sobre los constituyentes de las membranas
sinaptosomales. Las primeras hipdtesis para explicar los efectos del alcohol sobre el
SNC, sugerian que los efectos del alcohol sobre el SNC se debian a su naturaleza
anfipatica, que produciria una perturbacion fisica de la matriz lipidica de las
membranas neuronales y daria lugar a cambios en la actividad de las proteinas unidas
a membrana (Sanchez-Amate, 1995; Eckardt et al., 1998). Sin embargo, a
concentraciones farmacoldgicas importantes (10- 20 mM), el efecto del alcohol en
la fluidez de membrana es muy pequefio o casi indetectable, y no mayor del que
podria esperarse por la simple variacion diaria de la temperatura corporal (Tabakoff
et al., 1996). Sin embargo, recientemente se ha sugerido que existen proteinas
neuronales que son muy sensibles al alcohol, las denominadas ERA (Tabakoff y
Hoffman, 1987; Mihic et al., 1997), entre las que se encuentran diversas subunidades,
complejos proteicos de membrana como canales i6nicos operados por ligando y otras
proteinas implicadas en los procesos neuronales de transduccion de sefiales. Cabe,
por tanto, la posibilidad de que las AP formen parte de este grupo de proteinas diana
que denominadas ERA.

Los conocimientos sobre la influencia del alcohol sobre las actividades de AP
neutras y basicas a nivel cerebral son escasos. Witek y Kolataj han descrito en la
fraccion lisosomal de cerebro de raton una inhibicion de la actividad AlaAP y LeuAP
que depende tanto de la concentracion de alcohol administrada como de la duracion
del tratamiento (Witek y Kolataj, 1999). Resultados similares se han encontrado en
higado, rindén y muasculo (Witek y Kolataj, 1999). Sin embargo, se conoce mas sobre
el efecto del alcohol sobre la actividad AP sérica, donde se ha encontrado un potente
efecto inhibidor del principal metabolito del alcohol, el acetaldehido, aunque no del
alcohol por si mismo (Brecher ef al., 1996) sobre las actividades AlaAP y ArgAP.
Estos resultados sugieren que las modificaciones en la actividad AP descritas en el
presente trabajo podrian ser consecuencia de la accion del acetaldehido més que del
alcohol, ya que este podria generarse en los sinaptosomas, como consecuencia del
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metabolismo del alcohol (Veloso et al., 1972; Tabakoff y Von Wartburg, 1975;
Zimatkin y Dietrich, 1997). Este aspecto necesitaria, por tanto, una investigacion mas
profunda.

Las variaciones inducidas por alcohol en las distintas actividades AP
analizadas en el presente estudio son importantes porque reflejan el estado funcional
de sus correspondientes sustratos endoégenos los cuales tienen importantes funciones
en diversos sistemas neurotransmisores/neuromoduladores. En este punto, debemos
indicar que habitualmente se han descrito a las AP como enzimas no especificos
capaces de hidrolizar un amplio espectro de sustratos peptidicos enddgenos asi como
derivados arilamidas, en distinto grado. Sin embargo, nuestros resultados, utilizando
sinaptosomas, demuestran la existencia de diferentes patrones de actividad AP en
respuesta a la administracion in vitro o a la ingesta in vivo de alcohol, por lo que estas
actividades probablemente sean muy especificas para sus sustratos enddgenos y
puedan modularlos muy estrictamente dependiendo del microambiente en el que se
encuentren. Uno de estos sistemas neuromoduladores/neurotransmisores es el de los
péptidos opiaceos del tipo de las encefalinas, susceptibles de ser hidrolizados por la
AlaAP y LeuAP (APM), ArgAP (APB) y TyrAP (encefalinasa) (Schnebli et al.,
1979; Wagner et al., 1981; Berg y Marks, 1984; Hersh, 1985). Se sabe que, en
general, estos péptidos (3-endorfina, encefalinas y dinorfinas) estan implicados en el
abuso de alcohol (Blum et al., 1989), si bien hay una fuerte influencia de las
caracteristicas genéticas de los animales (Gianoulakis y Gupta, 1985). Se ha
demostrado que la administracion cronica de alcohol en ratas provoca un incremento
de los niveles de Leu-encefalina en la corteza cerebral y de la Met-encefalina en el
estriado, médula oblonga y tdlamo (Burov et al., 1983). Sin embargo, si la
administracion de alcohol se prolonga, se encuentra una disminucién de ambas
encefalinas en el estriado, tdlamo y médula oblonga y un incremento de la Leu-
encefalina en la corteza cerebral (Burov et al., 1983). También se ha descrito que los
niveles de encefalinas se incrementan en todas las regiones cerebrales de ratas con
SFA y cuyos padres estuvieran expuestos al alcohol (Nelson et al., 1988). Los
resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral apoyarian estas observaciones, ya
que la inhibicién de las actividades AP antes citadas mantendrian elevados los
niveles de sus sustratos, potenciando su accion. Por otro lado, en condiciones
despolarizantes, se ha comprobado que la administracion repetida de alcohol reduce
la liberacion evocada por potasio de Met-encefalinas en lonchas de hipotalamo. Esto
podria implicar la existencia de una modulaciéon como consecuencia de la exposicion
cronica, pero no aguda, al alcohol de la sensibilidad de distintas poblaciones
neuronales al efecto despolarizante del potasio (Przewlocka y Lason, 1991). Esta
sensibilidad alterada podria ser también el reflejo de un comportamiento diferencial
de los receptores especificos, como se ha sugerido para los receptores de encefalinas
de tipo 6 pero no para los de tipo p ante la administracion crénica de etanol
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(Przewlocka y Lason, 1990). El hecho de que nuestros resultados muestren que el
alcohol provoca una disminucion de las distintas actividades AP, especialmente de
la TyrAP (encefalinasa) como consecuencia de la despolarizacion en un medio con
calcio, podria ser reflejo también de estos fendmenos, ademads de apoyar la hipotesis
de una liberaciéon conjunta del neuropéptido y del enzima encargado de su
degradacion.

Otros sistemas neurotransmisores/neuromoduladores importantes implicados
en la tolerancia y dependencia al alcohol son aquellos mediados por la oxitocina y la
vasopresina, péptidos ambos susceptibles de ser hidrolizados por la CysAP (Itoh y
Nagamatsu, 1995). La oxitocina es un neuropéptido neurohipofisiario sintetizado en
el cerebro y secretado por la hipofisis posterior, que también es liberado a nivel del
SNC. Este neuropéptido esta asociado, junto con otros, con distintos procesos
adaptativos del SNC relacionados con la adiccion y tolerancia al alcohol, donde actua
inhibiendo la tolerancia al alcohol. En el SNC, la tolerancia al alcohol parece ser un
proceso combinado de componentes celulares y de comportamiento, que tiene
relacion con el aprendizaje, ya que los animales muestran tolerancia s6lo en el
ambiente donde se les administr6 inicialmente el alcohol, pero no en ambientes
nuevos (Kovécs et al., 1998). Un modelo adecuado para investigar este fenomeno
consiste en el desarrollo de una tolerancia rapida al efecto hipotérmico del alcohol
(Szabd et al., 1985;1987). Pues bien, la administracion de oxitocina evita el
desarrollo de la rapida tolerancia al etanol en ratones, de forma especialmente
potente, si se administra a nivel central (Szabo et al., 1989). Esto apoya la teoria de
que la oxitocina actia sobre el SNC para influenciar la respuesta adaptativa a las
drogas en general y al alcohol en particular.

La administracion central de oxitocina a dosis que inhiben el desarrollo de
una rapida tolerancia al alcohol, incrementa, ademas, los niveles de NA en el
hipotalamo, de DA en el estriado y la médula oblonga y de SHT en el hipocampo y
el estriado (Szabd et al., 1988b), es decir, que afecta profundamente a la
neurotransmision por monoaminas. El mecanismo de accion del alcohol sobre estos
neurotransmisores en el SNC no esta claro. Parece ser que tanto la neurotransmision
serotoninérgica como la dopaminérgica se alteran durante la inhibicion del desarrollo
de la tolerancia provocada por la oxitocina (Szabd et al., 1988Db).

Con estos y otros resultados, parece claro que este, y quizd otros
neuropéptidos, modulan la respuesta al alcohol en particular y a las drogas de abuso
en general. En el caso de la oxitocina, los componentes adaptativos de la adicion a
la droga parecen ser los afectados en primer lugar. Asi, el neuropéptido inhibe el
desarrollo de la tolerancia al alcohol. El alcohol actiia sobre el SNC a través de
multiples mecanismos y la oxitocina inhibiria los procesos adaptativos en respuesta
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al alcohol. Debido a la implicacion de esta transmisidon oxitocinérgica, y por
extension, de los receptores de oxitocina en estos efectos, se ha propuesto que las
neuronas oxitocinérgicas del SNC (principalmente localizadas en el cerebro basal y
las estructuras limbicas) son elementos integrantes de la respuesta adaptativa del
cerebro al alcohol. La respuesta adaptativa del SNC a la administracion repetida de
la droga da lugar a la tolerancia y a la dependencia fisica y psicologica. La activacion
de la neurotransmision oxitocinérgica en el cerebro bajo estas circunstancias puede
representar un mecanismo fisiologico de compensacion importante, especialmente
en la adaptacion neuronal temprana y podria prevenir el rapido inicio de la tolerancia
ydependencia aladroga (Kévacs et al., 1998). Nuestros resultados muestran un claro
efecto inhibidor del etanol sobre la actividad CysAP, que actuaria potenciando la
funcion de la oxitocina.

Por lo que respecta a la vasopresina, es un neuropéptido que también participa
en el desarrollo de tolerancia y/o dependencia fisica al alcohol. Junto con otros
péptidos, la vasopresina también esta relacionada con los mecanismos de aprendizaje
y/0 memoria, aunque probablemente la tolerancia al alcohol implica estructuras
diferentes a las implicadas en la memoria (Hoffman y Tabakoff, 1981). En cualquier
caso, estos efectos parecen ser modulados a través de la actividad del receptor V1 de
la vasopresina y la produccién de segundos mensajeros (Briley et al., 1994),
preferentemente en el septo y el hipocampo, pero no en la corteza cerebral. Por otro
lado, la inyeccion intracerebroventricular de vasopresina en ratones provoca un
incremento sustancial en el ARNm del protooncogen c-fos, que parece jugar un papel
importante en los procesos de neuroadaptacion, y podria ser importante para la
funcién de la vasopresina en la tolerancia al alcohol (Giri ef al., 1990). Nuestros
resultados también apoyarian un efecto potenciado de la vasopresina como
consecuencia de la inhibicion provocada por el alcohol sobre el enzima encargado de
su degradacion.

Estas observaciones son interesantes porque pueden dar luz a como un
péptido enddgeno puede modular las funciones adaptativas del SNC actuando a
través de sus propios receptores y modificando la eficacia de los sistemas
neurotransmisores clasicos. En general, la vida media de los neuropéptidos
endogenos, una vez sintetizados y liberados, es parecida a la de los neuropéptidos
administrados exdgenamente. Unos y otros estan presentes en el cerebro y los fluidos
corporales durante unos pocos minutos. Sin embargo, sus efectos se detectan mucho
tiempo después de su liberacion/administracion. Por tanto, los neuropéptidos deben
poner en escena varios procesos secundarios en el SNC que hagan viables todos estos
cambios, probablemente a través de mecanismos moleculares, induciendo cambios
en la expresion génica. De hecho, se ha demostrado que la administracion de alcohol
y otras drogas de abuso induce cambios en la expresion génica tanto in vitro como
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in vivo, que seran, posiblemente, los responsables de la respuesta celular de la
tolerancia y la dependencia (Mackler y Eberwine, 1991). Para nuestro conocimiento,
no existe informacién acerca del efecto del alcohol sobre la expresion génica de las
AP. También se ha descrito que el tratamiento crénico con alcohol reduce
significativamente el nimero de neuronas que contienen vasopresina y otros péptidos
(Madeira et al., 1997), por lo que no se descarta que la vasopresina este influenciada
o influencie a otros sistemas neurotransmisores, como citabamos anteriormente.

Pero la actividad de los enzimas AlaAP y LeuAP (ApM) y ArgAP (ApB) es,
ademads, importante en el SRA. Este sistema se encarga del control a corto y largo
plazo de la presion sanguinea a través de varias acciones directas e indirectas de la
Ang II (Ganong, 1995). Ademas del SRA clasico, también se ha descrito un SRA
tisular (Ganong, 1994), que ha sido considerado como la posible ruta de sintesis de
Ang 1II producida localmente en el cerebro (De Gasparo et al., 1994; Sim et al.,
1994). Ademas, la Ang II es hidrolizada por diversas angiotensinasas (APA) cuyo
papel discutiremos mas adelante, responsables primeros de romper el aminoéacido
Asp N-terminal, dando lugar al heptapéptido Ang III, que también posee actividad
biologica, especialmente en el cerebro. A continuacion, sobre la Ang III pueden
actuar otras AP (las anteriormente citadas AlaAP y LeuAp (APM) y ArgAP (APB)
para separar la Arg N-terminal (Kugler, 1982) y dar lugar al heptapéptido Ang IV,
que también ha demostrado poseer actividad biologica (Wright y Harding, 1995)
(figura V.2.1.). El abuso cronico del alcohol puede dar lugar a una alteracion en los
mecanismos de regulacion del flujo sanguineo cerebral y/o del balance de liquidos
y electrolitos en este tejido, por estimulacion del SRA cerebral y el sistema nervioso
es especialmente sensible a estos procesos, dando lugar a una gran variedad de
cambios celulares y vasculares (Amenta et al., 1996). De hecho, se ha propuesto que
uno de los mecanismos que contribuyen a la hipertension en los alcohodlicos es la
modificacion del SRA (Brecher et al., 1996). Los efectos inhibidores del alcohol
sobre las actividades AlaAP, ArgAP y LeuAP sugieren la existencia de niveles
elevados de Ang IIl, la cual presenta un importante efecto presor a nivel cerebral,
probablemente por su reaccion sobre los receptores AT1 (De Gasparo et al., 1994).
En este sentido, Thevananther y Brecher han sugerido que un posible factor puede ser
la interaccidon con el metabolito acetaldehido, que provoca un incremento en la
velocidad de sintesis de la Ang I (Thevananther y Brecher, 1994). También se ha
sugerido que podria existir una disminucién de la velocidad de degradacion de la Ang
II por sus enzimas degradativos. Asi, se ha demostrado que el acetaldehido inhibe la
actividad angiotensinasa A (Brecher ef al., 1996). Como veremos mas adelante de
forma mas detallada, la presencia de alcohol en el medio de incubacion inhibe la
actividad APA (GluAP y AspAP) de sinaptosomas corticales de raton (Mayas et al.,
2000b). También se ha descrito que el acetaldehido inhibe la AlaAP, potenciandose
paralelamente el efecto presor de la Ang III (Brecher et al., 1996), la cual es
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especialmente activa en el cerebro (De Gasparo et al., 1994). Nuestros resultados
confirman nuevamente esta hipotesis, al obtenerse un claro efecto inhibidor del
alcohol sobre las actividades AlaAP, LeuAP y ArgAP. Por tanto, es l6gico pensar que
las limitaciones en la inactivacion de la Ang II/Ang III por las distintas AP presentes
en el tejido nervioso como consecuencia del efecto del alcohol (bien directamente,
bien a través de su metabolito acetaldehido) pueden tener un papel importante en
promover los incrementos de la presion sanguinea encontrada en los individuos
alcohdlicos, especialmente a nivel local del cerebro.

SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

Angiotensinégeno Ang | Angll
Renina ECA
Angiotensinasas (APA)
Alcohol — Hipertension: Anglll

1 sintesis Ang |
Inhibicion APA:| degradacion Ang IT* APM, APB
*Inhibicion APM:t Ang III

Ang |V

Figura V.2.1. Participacion de la actividad AP en el SRA y como el alcohol puede
modificarlo. La renina actua en el interior de la cadena péptidica del angiotensinogeno
dando lugar a Angl. Sobre este péptido (inactivo) actua la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) para originando uno de los péptidos mas activos del sistema, la Ang
1I. Esta es hidrolizada por diversas angiotensinasas (APA) formando la Anglll, que
también posee actividad biologica. Sobre la Anglll actuan otras AP, principalmente la
ApB y ApM dando lugar a la AnglV.

Como conclusion de este apartado, podemos decir que las modificaciones de
las actividades AlaAP, ArgAP, CysAP, LeuAP y TyrAP inducidas por el alcohol en
sinaptosomas de raton no reflejan el resultado de un posible dafio tisular, sino el
hecho de que el alcohol puede modular el funcionamiento de diversos neuropéptidos
y péptidos activos que actiian en el SNC, a través de los enzimas encargados de su
degradacion, probablemente como resultado de las complejas interacciones del
alcohol con los diversos sistemas neurotransmisores/neuromoduladores del SNC que
estan implicados en la tolerancia y/o dependencia al etanol.
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2.2.2. Sobrela Actividad de Aminopeptidasas Acidas (AspAP y GIUAP).

En la presente Tesis Doctoral se han descrito varias observaciones
importantes en relacion con la actividad de AspAP y GluAP. En primer lugar se ha
descrito la capacidad del etanol, bien administrado in vitro o tras su ingesta in vivo,
de modificar tanto la actividad AspAP como la GluAP, en diferente direccion a nivel
de la sinapsis.

En los estudios in vitro se observa que, aunque bajo condiciones basales el
etanol inhibe la actividad AspAP y GluAP en sinaptosomas, independientemente de
la presencia de calcio en el medio, en el sobrenadante, la actividad AspAP no cambia
o incrementa solamente con las dosis bajas de alcohol en presencia de calcio, pero
presenta un efecto bifasico en ausencia de calcio. Sin embargo, la actividad GluAP
del sobrenadante se inhibe por alcohol en presencia de calcio en el medio, o muestra
un efecto bifasico similar al de AspAP en ausencia de calcio en el medio.

Por su parte, tras la administracion de alcohol in vivo, las actividades AspAP
y GluAP sinaptosomales no se modifican en presencia de calcio en el medio, pero
ambas se inhiben en ausencia de calcio. A nivel del sobrenadante, también ambas
actividades AspAP y GIuAP se inhiben tras la ingesta de alcohol in vivo cuando el
medio contiene calcio, si bien en ausencia de calcio, la actividad AspAP sigue siendo
inhibida mientras que la actividad GIuAP se incrementa.

Los cambios observados en la actividad Asp y GluAP pueden deberse a un
efecto directo del etanol y/o sus metabolitos sobre estos enzimas. También puede ser
la consecuencia de los efectos del etanol en los constituyentes de las membranas
sinaptosomales. Se ha descrito ampliamente que el etanol aumenta la fluidez de las
membranas y cambia su composicion lipidica alterando una gran variedad de
funciones de la membrana (Sanchez-Amate, et al., 1995; Diamond y Gordon, 1997).
Ademas, estudios mas recientes han sugerido que la hipétesis primera de que el
etanol actiia de una forma no selectiva alterando la microfluidez de las membranas
bioldgicas, puede ser verdad solo con concentraciones superiores a aquellas
farmacoldgicamente activas (Woodward, 1999). Probablemente, los efectos del
etanol se deban a cambios en ciertos receptores de neurotransmisores tales como los
NMDA (Wirkner et al., 1999), los GABA, (Grobin et al., 2000), y los canales
i6nicos dependientes de voltaje (Hollmann y Heinemann, 1994; Lovinger, 1997).
Pero el etanol también induce la liberacion de neurotransmisores en sinaptosomas no
estimulados independientemente de la concentracidon extrasinaptosomal de calcio,
indicando una redistribucion de calcio intracelular (Shah y Pant, 1988), la cual puede
estar relacionada con los efectos moduladores del etanol sobre la actividad AspAP
y GluAP del sobrenadante.

Pagina 296



DiscusiON

En segundo lugar, tanto en los estudios in vitro como in vivo observamos que
la estimulacién con K 25 mM en presencia de calcio induce un incremento de la
actividad AspAP y GIuAP tanto en sinaptosomas como en el sobrenadante. El
incremento de estas actividades en el sobrenadante puede deberse, probablemente,
a un proceso de liberacion de los enzimas desde los sinaptosomas al medio de
incubacion, como previamente habiamos descrito para otras actividades AP. Esto
podria indicar que los péptidos activos y los enzimas encargados de su degradacion
pueden liberarse juntos a la hendidura sindptica para regular la funcion
neurotrnasmisora/neuromoduladora de estos péptidos. En ausencia de calcio, sin
embargo, el comportamiento de AspAP y GIuAP es diferente; asi, mientras la
actividad AspAP sinaptosomal aumenta de forma notable y la actividad del
sobrenadante disminuye, la actividad GluAP sinaptosomal se incrementa levemente
en sinaptosomas y de forma notable en el sobrenadante. estos cambios pueden ser
debidos a la imposibilidad del AspAP de ser liberado bajo condiciones
despolarizantes en un medio libre de calcio, por un mecanismo que no afecta a la
GIluAP, como puede ser la redistribucion intracelular de calcio.

Una tercera observacion con la administracion de alcohol in vitro ha sido que
en presencia de calcio el etanol inhibe los incrementos producidos al estimular con
K" 25 mM, de las actividades AspAP y GluAP en sinaptosomas y sobrenadantes. En
ausencia de calcio, el etanol también inhibe la liberacion estimulada por potasio de
AspAP en sinaptosomas. Sin embargo, en el sobrenadante, un efecto bifasico induce
el aumento o la inhibicion de la actividad AspAP, dependiendo de la concentracion
de etanol utilizada. Por el contrario este efecto bifasico aparece en al GluAP
sinaptosomal en ausencia de calcio, mientras que el sobrenadante el etanol bloquea
completamente el incremento estimulado por potasio de la actividad GIuAP,
disminuyendola por debajo de los niveles controles.

Tras la administracién de alcohol in vivo, tanto la actividad AspAP como
GluAP sinaptosomal se inhiben en presencia de calcio, pero no se modifican en
ausencia de calcio. A nivel del sobrenadante, tanto la actividad AspAP como la
GIuAP se inhiben en un medio con calcio, si bien en ausencia de calcio la actividad
AspAP se inhibe mientras que la actividad GluAP no se modifica.

Se ha demostrado que la adicion in vitro de etanol a sinaptosomas de rata o
raton inhibe la recaptacion de calcio en condiciones despolarizantes sin afectar la
recaptacion bajo condiciones no despolarizantes. Estos resultados sugieren que los
conocidos efectos inhibidores del etanol en la liberacion evocada de
neurotransmisores pueda ser mediada por la inhibiciéon del flujo de calcio
dependiente de las despolarizacion (Canda et al., 1995). Probablemente, el bloqueo
de los canales de calcio dependientes de voltaje en sinaptosomas pueden ser
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responsables de estos efectos del etanol sobre las actividades AspAP y GluAP. De
hecho, resultados previos de nuestro laboratorio, han sugerido que los canales de
calcio dependientes de voltaje tipo N estan implicados en la liberacion estimulada por
potasio de la pGluAP (Ramirez-Expdsito et al., 2000a).

Por otro lado, el hecho de que algunas concentraciones de etanol cooperan en
evitar la liberacion del enzima desde los sinaptosomas, otras concentraciones
aumentan la actividad enzimatica en el sobrenadante, probablemente debido a la
redistribucion intrasinaptosomal de calcio inducida por el etanol, como se discutia
anteriormente.

Otra de las observaciones obtenida en la presente Tesis Doctoral nos lleva a
la invalidacion de la idea de que el exceso de aminoécidos liberados por la actividad
AspAP y GIuAP induzca neurodegeneracion tras el tratamiento con alcohol bajo
nuestras condiciones experimentales. Asi, el preferente efecto inhibidor del alcohol
sobre estas actividades AP no contribuiria a un aumento en el conjunto de
aminoacidos acidicos libres. Esto estd corroborado, ademas, por los escasos signos
de toxicidad encontrados tras la administracion de alcohol tanto in vitro como in vivo,
como se ha discutido anteriormente.

En quinto lugar, los presentes resultados evidencian cambios importantes en
las actividades AspAP y GluAP como consecuencia de la administracion de etanol.
El SRA, en el que estas dos actividades participan, esta implicado en la patogénesis
de la hipertension. Sus principales péptidos bioactivos, la Ang Il y I, participan en
el incremento de la presion sanguinea de varios modos como son la vasoconstriccion
directa, la activacion del sistema nervioso simpatico (Skoog, 1998), la inhibicion
sinaptica del reflejo baroreceptor a nivel del nucleo del tracto solitario y la liberacion
de la hormona hipofisaria vasopresina (Phillips, 1987; Hohle et al., 1995; Zini et al.,
1996), induciendo un incremento en el apetito de la sal y de la ingesta de bebida
(Phillips, 1987; Saavedra, 1992; Wright y Harding, 1997). La estimulacién de la
liberacion de vasopresina por Ang Il y III es probablemente uno de los mecanismos
por los que estos péptidos regulan la homeostasis de liquidos y electrolitos bajo
condiciones de hipovolemia, mediante la reduccion de la pérdida renal de agua e
incrementando la presion sanguinea (Renaud y Bourque, 1991). El cerebro es
especialmente sensible a la hipertension, la cual causa una gran variedad de cambios
celulares y vasculares (Amenta et al., 1996). Tomados en conjunto, nuestros
resultados muestran en general un efecto inhibidor del etanol sobre las actividades
AspAP y GIuAP bajo condiciones basales y estimuladas, pudiendo indicar la
existencia de altos niveles de Ang Il y niveles menores de Ang III, provocando, por
tanto, a priori un incremento en la presion sanguinea. No obstante, las funciones de
la Ang Il y Ang Ill en el control de la presion sanguinea no estan claras. La inhibicion
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de la formacion de Ang III enddgena en el cerebro por la inyeccidon central del
inhibidor de la APA denominado EC33 induce un gran descenso de la presion
sanguinea de forma dosis-dependiente. También, el bloqueo de la APA por la
administracion intracerebroventricular de antisuero inhibe la actividad de este enzima
y disminuye el incremento de la presion sanguinea inducido por la Ang Il en un 59%
(Songet al.,1997). Por tanto, parece ser la Ang Il cerebral endogena, pero no la Ang
I1, como ocurre a nivel periférico, la que ejerce su efecto estimulador en el control de
la presion sanguinea (Reaux ef al., 1999b). Ademads, la infusion central de APA
induce un incremento significativo en la presion sanguinea debido al mayor nivel de
produccion de Ang III cerebral. Estos estudios muestran evidencias claras de que la
Ang III, producida por la accion de APA sobre la Ang 11, es el péptido mas efectivo
del SRA cerebral, ejerciendo un efecto tonico estimulador en el control de la presion
sanguinea. Sin embargo, la similar afinidad de la Ang Il y Ang III por los receptores
AT1 no explica porque la conversion de la Ang II cerebral a Ang III es un requisito
para aumentar la presion sanguinea. Hasta ahora se han dado dos razones, la primera
es que puede haber otros receptores semejantes a los AT1 especificos para la Ang
III, con un perfil farmacolédgico similar al del receptor AT1 y la segunda es que es
posible que el bloqueo de la conversion de Ang Il a Ang III favorezca la activacion
de otras rutas metabolicas que inactiven a la Ang Il y produzca fragmentos de péptido
que no puedan unirse a los receptores AT1 o AT2 (Chansel et al., 1998; Ferrario et
al., 1997; Reaux et al., 2001).

Pero como indicdbamos anteriormente, la Ang II y la Ang III también
estimulan la liberacion de vasopresina para controlar la homeostasis de liquidos y
electrolitos, reduciendo la perdida renal de agua e incrementar la presion sanguinea
(Renaud y Bourque, 1991). La inyecciéon de Ang Il o Ang III en los nucleos
supradptico o paraventricular aumenta la actividad de las neuronas magnocelulares
productoras de vasopresina induciendo la liberacion de vasopresina en la sangre
(Yamaguchi et al., 1979; Hohle et al., 1995; Zini et al., 1996). Sin embargo, la
actividad exacta de este péptido no esta clara. Mientras que los niveles plasmaticos
de vasopresina se duplican por la inyeccion intracerebroventricular de Ang II, el
inhibidor EC33 de la APA inhibe la liberacion de vasopresina inducida por Ang II
de una forma dosis-dependiente. Esto sugiere de nuevo que la conversion de Ang I1
a Ang III es un paso necesario para estimular la secrecion de vasopresina (Zini et al.,
1996; Reaux et al., 1999a). Por lo tanto, el dafio cerebral observado tras el consumo
de etanol puede no estar exclusivamente relacionado con la regulacion de la presion
sanguinea, la regulacion del flujo sanguineo local o el balance de fluidos y
electrolitos (Mungall et al., 1995).

Finalmente indicar que aunque se ha considerado durante mucho tiempo que
las actividades AspAP y GluAP se correspondian con el mismo enzima, esta desigual

Pagina 299



MARIA DOLORESMAYASTORRES TESISDOCTORAL

sensibilidad al etanol y otros compuestos previamente descritos en la literatura
(Ramirez-Exposito et al., 1999), estaria a favor de indicar que se trata de dos enzimas
con propiedades y funciones diferentes en la regulacion de sus sustratos (Ramirez-
Exposito et al., 2000b) como se ha descrito recientemente.

2.2.3. Sobre la Actividad de Omega-Peptidasas (pGIUAP).

Por lo que respecta a la actividad pGluAP, este estudio muestra, en primer
lugar, que tras la administracion de alcohol in vitro, el etanol tiene la capacidad de
modificar la actividad del enzima pGluAP a nivel de la sinapsis, provocando una
inhibicion de dicha actividad en sinaptosomas y siendo este proceso independiente
de la presencia de calcio en el medio en condiciones basales. En el sobrenadante, el
etanol también inhibe la actividad pGluAP en presencia de calcio pero la aumenta en
ausencia de calcio, con excepcion de las dosis mas altas que lo inhiben. Por otro lado,
tras la ingesta de alcohol in vivo, solo en ausencia de calcio aparece a nivel basal una
disminucion significativa de la pGluAP sinaptosomal, mientras que a nivel del
sobrenadante, la actividad pGluAP se inhibe tanto en presencia como en ausencia de
calcio.

Estos cambios pueden deberse, como hemos citado para otras actividades, a
un efecto directo del alcohol y/o de sus metabolitos sobre la pGluAP o a sus efectos
sobre los constituyentes de las membranas, afectando a su composicion lipidica y
alterando sus funciones (Sanchez-Amate et al., 1995; Diamond y Gordon, 1997).
Puesto que el etanol también induce la liberacion de neurotransmisores en
sinaptosomas no estimulados independientemente de la concentracion de calcio
extrasinaptosomal, indicando la existencia de una redistribucion intracelular del
calcio (Shah y Pant, 1988), se podria explicar también de este modo el efecto
modulador del etanol sobre la pGluAP.

En segundo lugar, tanto in vitro como in vivo, la estimulacion de los
sinaptosomas con K" 25 mM en presencia de calcio no modifica la actividad pGluAP
sinaptosomal, pero si induce un incremento de la actividad pGluAP del sobrenadante,
probablemente a través de la liberacion del enzima desde los sinaptosomas al medio
de incubacion.

Para nuestro conocimiento, no ha sido descrita en la literatura la liberacion
evocada por K™ 25 mM de AP a partir de sinaptosomas de corteza cerebral de raton.
Esto puede sugerir, como hemos indicado para otros enzimas, que el neuropéptido
y la peptidasa que se encarga de degradarlo pueden ser liberados juntos a la hendidura
sinaptica para regular la funcion neurotransmisora/neuromoduladora del péptido. En
ausencia de calcio, los cambios observados, esto es, aumento de la actividad pGluAP
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sinaptosomal e inhibicién de la actividad pGIluAP del sobrenadante, pueden ser
debidos a la imposibilidad del enzima de ser liberado bajo condiciones
despolarizantes en un medio sin calcio o como consecuencia de la redistribucion
intracelular de calcio.

Una tercera observacion tras la administracion de alcohol in vitro en
condiciones despolarizantes ha sido que en presencia de calcio, el etanol inhibe la
actividad pGluAP sinaptosomal. Del mismo modo el etanol inhibe el incremento de
la actividad pGluAP obtenido en el sobrenadante como consecuencia de la
despolarizacion. Tras la ingesta de alcohol in vivo, la actividad pGluAP sinaptosomal
no cambia en condiciones despolarizantes y se inhibe en el sobrenadante.

Como hemos citado, la adicion in vitro de etanol a sinaptosomas de rata o
raton inhibe la recaptacion de calcio dependiente de la despolarizacion, sin afectar
la recaptacion bajo condiciones no despolarizantes. Estos resultados sugieren que los
conocidos efectos inhibidores del etanol sobre la liberacion estimulada de
neurotransmisores puede estar mediada por la inhibicion del flujo de calcio
dependiente de la despolarizacion (Canda et al., 1995). Probablemente, el bloqueo
de los canales de calcio dependientes de voltaje de los sinaptosomas puede ser el
responsable de estos efectos del etanol sobre la pGluAP.

En ausencia de calcio, tras la administracion de alcohol in vitro, la
despolarizacion en presencia de etanol 25 mM mostro un incremento de la actividad
pGIluAP sinaptosomal que coincidié con un importante descenso de dicha actividad
en el sobrenadante. Esto podria sugerir que concentraciones bajas de etanol evitan la
liberacion del enzima desde los sinaptosomas. Sin embargo, concentraciones mayores
de etanol incrementarian la actividad enzimatica en el sobrenadante de forma paralela
a su disminucion a nivel sinaptosomal, probablemente debido a la redistribucion
intrasinaptosomal de calcio inducida por etanol, como ya se ha citado previamente.

Por su parte, tras la ingesta de alcohol in vivo, la actividad pGIluAP
sinaptosomal en ausencia de calcio también resulta inhibida en condiciones
despolarizantes, mientras que a nivel del sobrenadante, esta actividad no cambia.

Tomados juntos, nuestros resultados indicarian que el general efecto inhibidor
del etanol sobre la pGluAP bajo condiciones basales y despolarizantes provocarian
un incremento en los niveles de TRH corticales, potenciando sus efectos moduladores
endogenos de diferentes pardmetros bioquimicos y conductuales relacionados con el
consumo de etanol (McCown et al., 1985). De hecho se ha descrito que la inyeccion
intracerebroventricular de TRH cambia muchas respuestas de comportamiento en
rata. Asi, la TRH incrementa la locomocidn, el agitamiento del cuerpo, el rascado o

Pagina 301



MARIA DOLORESMAYASTORRES TESISDOCTORAL

la piloereccion, y disminuye el olfateo y los periodos de descanso (Katsuura et al.,
1984). Este incremento en los niveles de TRH corticales, propuesto como
consecuencia de la inhibicion por el alcohol de la actividad pGluAP, podria ser
responsable de la actitud desinhibida y euforica caracteristica de los individuos que
ingieren alcohol. Esto se ve apoyado porque la corteza cerebral muestra un potente
efecto inhibidor de los efectos de la TRH, como se ha demostrado en diversos
experimentos de ablacion de la corteza cerebral (Katsuura ef al., 1984). Ademas, el
incremento en los niveles de TRH origina también la liberacion de NA (Itoh et al.,
1994), contribuyendo a la accion euforizante del etanol. Por tltimo, citar que también
se ha demostrado que la cocaina incrementa los niveles de TRH en diferentes zonas
cerebrales (Jaworska-Feil et al., 1997), de modo que este neuropéptido podria estar
implicado en los fendémenos de dependencia in vivo de esta y otras drogas, como
puede ser el alcohol.

El enzima pGluAP se encuentra ampliamente distribuido por los fluidos y
tejidos corporales. Hasta la fecha, se han descrito tres formas distintas de la pGluAP
(Cummins y O’Connor, 1998). La primera, denominada pGIuAP tipo I, se localiza
anivel citosdlico (Mudge y Fellows, 1973; Browne y O’Cuinn, 1983; Lauffart et al.,
1989) y presenta una amplia variedad de sustratos pGlu terminales, incluyendo la
TRH, GnRH, neurotensina o bombesina entre otros (Browne y Cuinn, 1983). La
pGIluAP tipo II se ha descrito como un enzima de membrana muy especifico para la
neurohormona TRH (O’Connor y O’Cuin, 1984; Elmore et al., 1990). La tercera
forma de pGluAP, denominada tiroliberinasa, aparece en el suero, y sus
caracteristicas bioquimicas son muy semejantes a las descritas para la pGluAP tipo
II (Taylor y Dixon, 1978; Bauer y Nowak, 1979; Bauer, 1981; Bauer et al., 1981). Se
ha descrito que es el enzima pGIuAP tipo II el que aparece mayoritariamente a nivel
de la hendidura sindptica, y que seria el responsable de la degradacion de la TRH a
este nivel, apareciendo distribuida en diferentes regiones cerebrales (De Gortariez al.,
1995).

Aunque se conoce relativamente bien la accion hidrolitica de las distintas
formas de pGluAP sobre los péptidos naturales o los sustratos artificiales usualmente
utilizados, el papel fisiologico que puedan tener estos enzimas no esta bien definido.
Uno de los metabolitos de la degradacion de la TRH es la molécula denominada
ciclo(His-Pro). Se ha demostrado que la administracion de ciclo(His-Pro) modifica
la hipotermia transitoria producida por el alcohol. En este sentido, el pretratamiento
agudo de ratas con dosis crecientes de ciclo(His-Pro) provoca una disminucion
progresiva en la hipotermia inducida por alcohol, y que la administracion crénica de
ciclo(His-Pro) aumenta el desarrollo de tolerancia a los efectos hipotérmicos del
alcohol (Prasad y Balasubramanian, 1988). El efecto inhibidor del alcohol sobre la
pGIuAP disminuiria los niveles de ciclo(His-Pro) disponibles, contribuyendo a la
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hipotermia transitoria inducida por el alcohol. En cualquier caso, también hay que
tener en cuenta que existen otros péptidos susceptibles de ser hidrolizados por la
pGIluAP. Asi, se ha descrito que la administracion intracerebral a ratones de péptidos
hidrolizados por la pGluAP, como la neurotensina y bombesina, provoca un
incremento en la duracion del suefio provocado por la ingesta de etanol, e incluso
potencian la hipotermia provocada por la ingesta de alcohol (Luttinger ef al., 1983).
Por otro lado, también se ha descrito que diferentes péptidos, como es la bombesina,
tienen un papel importante en limitar la ingesta de alcohol. La inhibicion de la
actividad pGluAP que induce el alcohol permitiria, en este sentido, una duracion mas
duradera de la bombesina a nivel cortical (Kulkosky, 1985).

Finalmente, los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral sugieren,
por tanto, que diversos neuropéptidos pueden estar implicados en los complejos
mecanismos de accion del etanol sobre el SNC (incluyendo los procesos de tolerancia
y dependencia), y que esta participacion puede estar mediada por las modificaciones
inducidas en los sistemas enzimaticos encargados de regular la actividad de dichos
neuropéptidos, actuando a nivel de sus procesos degradativos.
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Primera.

Segunda.

Tercera.

Cuarta.

El andlisis de las actividades AP es importante porque refleja el
estado funcional de sus correspondientes sustratos enddgenos, los
cuales tienen importantes funciones en diversos sistemas
neurotransmisores/neuromoduladores.

El alcohol tiene la capacidad de modular la actividad de diversas AP
de corteza cerebral de raton en situaciones basales y despolarizantes,
tanto in vitro como in vivo y en distinta direccion dependiendo del
enzima analizado y de la presencia o no de calcio en el medio de
incubacion. Las diferencias observadas en la calcio-dependencia entre
las distintas actividades AP pueden deberse a la redistribucion
intracelular del calcio inducida por alcohol, independientemente de
la presencia o no de calcio en el medio de incubacion. El incremento
de actividad AP observado en condiciones despolarizantes, puede ser
el resultado de la liberacion de estos enzimas al medio de incubacion,
sugiriendo que tanto los péptidos activos como los enzimas que los
degradan pueden ser liberados juntos a la hendidura sinaptica para
regular la funcién neurotransmisora/neuromoduladora de dichos
péptidos.

La administracion in vitro de alcohol, este no provoca signos
importantes de neurodegeneracion. Sin embargo, la ingesta in vivo de
alcohol provoca algunos signos de toxicidad que quedan evidenciados
por la alteracion de diversos pardmetros del estrés oxidativo. No
obstante, la capacidad moduladora del alcohol sobre la actividad de
las AP no parece estar relacionada con fendémenos neurotdxicos
inducidos por la administracién in vitro o la ingesta in vivo de
alcohol.

Los cambios en la actividad AP, obtenidos tras la administracion in
vitro o la ingesta in vivo de alcohol, pueden ser consecuencia del
efecto directo del alcohol o de sus metabolitos, bien sobre los
constituyentes de las membranas sinaptosomales, en las que ocurriria
una perturbacion fisica de la matriz lipidica, bien sobre las propias
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Quinta.

Sexta.

AP. Estos enzimas pueden formar parte del grupo de proteinas diana
denominadas Elementos Receptivos para el Alcohol (ERA), del
mismo modo que se ha descrito para otros complejos proteicos de
membrana como los canales i6nicos operados por ligando y otras
proteinas implicadas en procesos neuronales de trasduccion de
sefiales.

Los efectos de la administracion in vitro o la ingesta in vivo de
alcohol sobre las actividades AP indican que diversos neuropéptidos,
como los péptidos opidceos, oxitocina, vasopresina, TRH o los
péptidos del SRA cerebral, pueden estar implicados en los complejos
mecanismos de accidon del alcohol sobre el sistema nervioso,
incluyendo los procesos de tolerancia y dependencia, y que esta
participacion puede estar mediada por las modificaciones inducidas
en los sistemas enzimadticos encargados de regular la actividad de
dichos neuropéptidos, actuando a nivel de sus procesos degradativos.

Los efectos del alcohol sobre el sistema nervioso son la suma de las
interacciones de diversos sistemas neurotransmisores/
neuromoduladores. La contribucion diferencial de cada sistema a
estos efectos varia con la concentracion de alcohol. Esto puede
constituir la base neuroquimica del comportamiento diferencial de las
actividades AP inducido por la administracion in vitro o la ingesta in
vivo de alcohol.
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