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tor dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD) que se con-
vierte en suformareducida (NADH). A su vez, laadehidodeshi-
drogenasa capta otro &omo de hidrogeno del Ac, quele transfor-
maen acetato, que también estransferido al NAD convirtiéndose
en NADH. Con estas reacciones se produce un desequilibrio del
sistema redox intracelular con aumento del indice NADH/NAD
que es responsable de muchas de las ateraciones metabdlicas
que aparecen en los acohdlicos (hiperlactacidemia, acidosis lac-
tica, cetos's, hiperuricemia, hipertrigliceridemiapor atrapamiento
de &cidos grasos, etc). Un exceso de Ac en € citosol, puede ser
oxidado por vias dternativas, tales como la xantinoxidasa y la
adehidoxidasa con la produccion de radical superdxido (6).
Lasegunda via oxidativa del Et selocalizaen los microso-
mas, es el sistema microsomal oxidante del Et (MEOS) y se
activa cuando la concentracion etilica es superior a 50-80
mg/dl 6 cuando alcoholemias mas moderadas son més persis-
tentes. Este sistema esta integrado por la NADPH-oxidasa, €l
sistema citocromo P-45011E1y el NADPH citocromo c reduc-
tasa, capaces de oxidar € Et a Ac. El aumento de actividad de
NADPH-oxidasa, también da lugar ala produccion de radical
superdxido y perdxido de hidrégeno (7). Por fotoxidacién del
peroxido de hidrégeno 6 por reacciones tipo Fenton, en pre-
sencia de hierro, se produce radical hidroxilo, capaz de reac-
cionar con Et y producir sus formas radicales hidroxietil y eto-
xilo (8). Ademas se ha comprobado como pueden formarse
RL de Et por mecanismos hidroxiloindependientes, en los que
interviene de forma activa el citocromo p-45011E1.
Laterceraviaoxidativadel Et esel sistema catalasa, que en
presenciade perdxido de hidrégeno produce Acy agua. La par-
ticipacion del peroxido de hidrégeno puede conducir a la for-
macion de radical hidroxilo que como hemos visto es capaz de
producir RL de Et 'y &l Ac puede producir radical superéxido.
Las lesiones organicas producidas en el etilismo estan
mediadas por el efecto toxico del Et y del Ac, pero en ellas
también intervienen los RL de oxigeno y los del Et, cuya par-
ticipacion se demuestra por tres tipos de evidencias: @) com-
probacion de su formacion y de productos derivados de sus
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efectos, como el Maondialdehido, que es un derivado de la
lipoperoxidacién de las membranas celulares; b) demostra-
cion de consumo de sustancias antioxidantes endégenas; y c)
efecto beneficioso de las sustancias antioxidantes. Por técni-
cas de “spin” resonancia electronica espectroscopica se ha
comprobado laformacion de RL de oxigeno y de Et y también
se ha comprobado la produccion de malondialdehido y de
hidroxinonenal. Ademés el Et disminuye los sistemas antioxi-
dantes protectores contra los RL, tanto la superoxidodismuta
sa como €l sistema del glutation, con lo que se incrementa el
cociente prooxidante/antioxidante a favor del primero (9).
También se ha demostrado descenso de vitamina E, betacaro-
tenosy vitamina A en pacientes a cohdlicos. Los tratamientos
con antioxidantes disminuyen las lesiones grasas hepéticas
inducidas por Et (10) y la administracion de metionina, pre-
cursor del glutation, disminuye la peroxidacion lipidica pro-
vocada por Et (11,12).

Ademas se ha comprobado que Et y Ac, dterando la mem-
brana celular del hepatocito, activan la cascada del complemen-
toy su fraccién C5a, que es un potente factor quimiotéctico para
neutrofilos (13) cuyo acimulo y activacion produce RL de oxi-
geno, capaces de atacar las moléculas de su entorno, lo que se ha
observado en pacientes con hepatitis aguda alcohdlica (14), en
las que se comprueba anatomopatologicamente la importante
infiltracion de estas células (15). También se ha descrito la for-
macion de factores quimiotacticos lipidicos en hepatocitos de
ratas tratadas con Et que facilita e acimulo de leucocitos (16).

En nuestro trabajo hemos observado aumento de RL
secundario al estrés oxidativo desencadenado por € Et, aun-
gue no ha acanzado significacién ala concentracion 25 mM,
que esinferior a desencadenado por el estimulo maximo que
produce la fagocitosis de bacterias. También hemos observa-
do una marcada citotoxicidad dosisdependiente, o que ya
habia sido indicado por otros autores (17), y lo que podria
intervenir, a menos en parte, en laleucopenia que padecen los
alcohdlicos, que es multifactorial, y en las lesiones producidas
en otros organos 'y tejidos (18).
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gue consigue la oxidacion de hasta un 20% ddl Et ingerido. La
produccion de dismotilidad gastrointestinal, con dispepsia y
diarrea, también parece deberse a efecto toxico sobre la muco-
sa digestiva. A los pocos minutos de su ingesta aparece en la
sangre, donde a canza su maxima concentracion alos 30 minu-
tos, disminuyendo progresivamente hasta las 3 6 4 horas, en
funcién de la capacidad de aclaramiento hepético, que normal-
mente es de 2 mmol/min. El contacto del Et con los eritrocitos,
leucocitos y plaquetas produce defectos cualitativos y cuanti-
tativos, por diferentes mecanismos, en estas células (3).

Las lesiones tisulares que se observan en la enfermedad
alcohdlica se ponen en marchapor los efectostoxicosdel Ety de
su metabolito oxidativo acetaldehido (Ac), que llega a ser unas
30 veces mas potente. Como consecuencia de la oxidacién del
Et (alcoholdeshidrogenasa, citocromo P-450 Il E1 y catalasa) y
dd Ac (acetaldehidodeshidrogenasa), se desencadena stress oxi-
dativo (4), generador de radicales libres (RL) de oxigeno (anion
superdxido, peroxido de hidrogeno y radica hidroxilo) y RL de
Et (radical hidroxietil y etoxilo), que por su gran capacidad reac-
tivajuegan un importante papel en laproduccion de las lesiones
que aparecen en € higado y en otros 6rganos'y tejidos.

En e presente estudio hemos realizado un ensayo “in
vitro” para comprobar el efecto del Et, a concentraciones
finales 50y 25 mM sobre el metabolismo oxidativo delos leu-
cacitos (linfocitos, monocitos y granulocitos) de sangre veno-
sa periférica de un grupo de donantes sanos considerados no
alcohdlicos, por manifestar una ingesta etilica no superior a
30 gr/dia, y se ha comparado con muestras de sangre conside-
radas control (sin estimulo) y con muestras incubadas con
bacterias, que tras su fagocitosis, producen stress oxidativo
maximo en estas células.

MATERIAL Y METODO

Preincubacién de cdulas: en cada andlisis se han utilizado
100 ml de sangre venosa total, heparinizada de donantes sanos.
Cada muestra fue preincubada a 37 °C durante 30 minutos en
bafio de agua en ausencia (20 ul de Buffer fosfato salino: PBS)
o0 presencia de Et (20 ul aconcentracion final 50 mM y 25 mM)
0 de bacterias (20 ul de concentrado de E. coli, estabilizadas y
opsonizadas a2 x 107 bacterias/20 ).

Oxidacion: para marcar € estado oxidativo celular en
reposo y en las muestras estimuladas con Et y bacterias, se
afadioé 20 pl de 1.2.3. dihidrorodamina (Orpegen-Pharma.
Heidelberg. Germany) y seincubaron las muestras 10 minutos
en bafio de aguaa 37 °C (5).

Lisisy fijacion celular: paralisar los eritrocitos y fijar las
reacciones leucocitarias se trataron con 2 ml de formaldehido
disuelto en agua bidestilada en solucion 1,5% vy tras su agita-
cién se mantuvieron 20 minutos a temperatura ambiente. Des-
pués fueron centrifugadas 5 minutos a 250 g a 4 °C y poste-
riormente lavadas con 3 ml de PBSy centrifugadas 5 minutos
a 250 g, desechando el sobrenadante.

Tincién del DNA: las preparaciones fueron tratadas con
100 wl de yoduro de propidio en solucion 40% e incubadas
durante 15 minutos en bafio de hielo.

Citometria de flujo: se utilizd un citometro de flujo Ortho-
Cytoron Absolute (Ortho Diagnostic Systems. Rantan. New
Jersey. EE.UU.) con argdn ion laser de 350 mW y ajustado a
488 nm de excitacion. EI nimero de células estudiadas por
muestra fue de 15.000 y los datos fueron analizados con
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Inmonocount |1 software. Version 2.00. 1994. Las tres pobla-
ciones leucocitarias (linfocitos, monaocitos y granulocitos)
fueron separadas en diferentes ventanas en funcion de su
tamafio y complgjidad citoplasmatica. La distribucién de la
fluorescencia verde se realiz6 a través de histogramas (FL1)
gue separan claramente las poblaciones de células con fluo-
rescencia positivay negativa. Por andlisis directo se obtiene el
nimero y porcentaje de células fluorescentes, que se correla
ciona con la oxidacién producida en cada poblacion celular.

Toxicidad celular: se valoré por e porcentaje de células
que se distribuyeron en las tres ventanas, en relacion con las
15.000 que forman la adquisicién por muestra. Las células
més desestructuradas se localizaron fuera de estas ventanas,
lugar en el que aparecen los restos celulares desechados
durante la técnica (debris).

Andlisis estadistico: los datos obtenidos se presentan
como media aritmética de los casos estudiados + SEM. El
andlisis estadistico se realizd aplicando € t-test de Student
para muestras dependientes y la valoracién “p” se considerd
significativa cuando fue < 0,05. El software utilizado fue el
monopost Horus Hardware R-Sigma version 1990.

RESULTADOS

El estudio fue realizado con muestras de sangre venosa de
seis donantes sanos.

Linfocitos: En el grupo control de muestras preincubadas
con PBS, € estado oxidativo en reposo, con células que mostra
ban fluorescencia verde positiva fue de 1,15 + 0,65%. Las
preincubadas con Et 50 mM de 9,19 + 3,02 (p < 0,05), con Et
25 mM de 2,39 + 0,91% (n.s.) y con bacterias 1,2 £ 0,3% (n.s.).

Monocitos: En e grupo control preincubado con PBS
ofrecian fluorescencia positiva el 4,31 + 0,95% de las células,
el 32,31 £ 8,87% (p < 0,05) de las tratadas con Et 50 mM, €l
9,22 + 2,64% (n.s.) con 25 mM y con bacterias el 50,23 +
4,59% (p < 0,05).

Granulocitos: En € grupo control ofrecian fluorescencia
positivael 3,82 + 0,66%, €l 36,4 + 5,93% (p < 0,05) delastra-
tadas con Et 50 mM, el 4,46 + 1,27% (n.s.) con 25 mM y con
bacterias 90,07 + 1,6% (p < 0,05).

Citotoxicidad: En € grupo control, de las 15.000 células
de adquisicion, se distribuyeron en las tres ventanas celulares
14.045, que corresponde a unarentabilidad del 93,63%. En las
muestras preincubadas con Et 50 mM €& nimero de células
fue de 8.889 con rentabilidad del 59,26% y citotoxicidad del
40,74%. En las preincubadas con Et 25 mM el nimero fue de
13.395 con rentabilidad de 89,3% y citotoxicidad del 10,7%y
en las tratadas con bacterias, e 14.155 con rentabilidad del
94,36% y citotoxicidad de 5,64%.

DISCUSION

Para evitar € efecto toxico del Et y de su metabolito Ac, €
organismo dispone de una serie de mecanismos enzimaticos que
conducen a la degradacién de estos productos. Sin embargo, en
estas reacciones de degradacion, aparecen sustancias que tam-
bién son téxicas y puede jugar un papel importante en las lesio-
nes organicas que sufren los enfermos acohdlicos. La acohol-
deshidrogenasa es la responsable de la oxidacion del Et a Ac,
extrayéndole un &omo de hidrogeno que es transferido a cofac-
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RESUMEN

Introduccion: La ingesta de alcohol desencadena stress oxidativo
generador de radicales libres de oxigeno y de etanol que, por su capaci-
dad reactiva molecular, juegan un importante papel en la produccion de
las lesiones que aparecen en el higado y en otros érganos y tejidos.
Hemos realizado un estudio “in vitro” analizando el estado oxidativo en
reposo y la explosién respiratoria desencadenada por Etanol, a concen-
traciones finales de 50 y 25 mM vy por la fagocitosis de un concentrado
de bacterias (E.coli) previamente opsonizadas, en |os leucocitos humanos
de sangre periférica de seis donantes sanos.

Método: Como marcador oxidativo hemos utilizado la 1.2.3. dihidro-
rodamina,(no fluorescente) cuya oxidacién la transforma en rodamina que
es fluorescente y se examina cuantitativamente por Citometriade flujo.

Resultados: El stress oxidativo maximo se alcanza con las bacterias
en las células fagociticas (monocitos 50% y granulocitos 90%) con dife-
rencia significativa con respecto a grupo control. Con Etanol 50 mM se
comprueba stress oxidativo con diferencia estadisticamente significativa
en los tres tipos de células (linfocitos 9,19%, monocitos 32% y granulo-
citos 36%). A concentracién 25 mM, aunque aumenta el estado oxidati-
vo, no acanza diferencia significativa (linfocitos 2,39%, monocitos
9,22% y granulocitos 4,46%). También hemos comprobado toxicidad
celular que alcanza el 40,75% de las células con Etanol 50 mM, el 10,7%
con Etanol 25 mM vy el 5,65% con bacterias.

Conclusion: El stress oxidativo con produccion de radicales libres de
oxigeno y de etanol en losleucocitosy la citotoxicidad comprobada, pue-
den jugar un papel importante en el trastorno cualitativo y cuantitativo de
estas células en los enfermos alcohdlicos y en las lesiones producidas por
este toxico en otros 6rganos y tejidos.

PALABRAS CLAVE: Stress oxidativo. Radicales libres. Etanol.
Citotoxicidad. Leucocitos.
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ABSTRACT

Introduction: The ingestion of alcohol produces oxydative stress
generating free radicals of oxygen and ethanol. These free radicals have
a molecular reactive ability and, therefore, they play an important role
in the production of the injury which appears in the liver and in other
organs and tissues. We have done an “in vitro” study where we analyse
the oxydative status at rest and the respiratory explosion produced by
ethanol at final concentrations of 50 and 25 mM and by the phagocytosis
of a previously opsonized concentrate of bacteria (E.coli) in human leu-
cocytes taken from peripheral blood of six healthy persons.

Method: We have used 1.2.3. dihydrorhodamine (non-fluorescent) as
the oxydative marker because it is transformed in rhodamine (fluores-
cent), which is quantitatively studied by Flow Cytometry.

Results: The peak of oxydative stress is reached with the bacteria in
the phagocytes (monocytes 50% and granulocytes 90%) and it hasa sig-
nificant difference with the control group. By adding ethanol at 50 mM
we have seen an statistic significant difference in oxydative stress in the
cells of all three types (lymphocytes 9.19%, monocytes 32% and granu-
locytes 36%). With a concentration of 25 mM of ethanol the oxydative
stress is increased but without a significant difference (Ilymphocytes
2.39%, monocytes 9.22% and granulocytes 4.46%). We have also seen
toxic cellular effect which reaches the 40.75% of cells with ethanol at 50
mM, the 10.7% with ethanol at 25 mM and the 5.65% with bacteria.

Conclusion: The oxydative stress caused by the production of oxygen
and ethanol free radicals in the leucocytes, and the proved cytotoxic
effect of ethanol may play an important role over the qualitative and the
quantitative leucocyte disorder on different organs and tissues of the
alcoholic patient.

KEY WORDS: Oxydative stress. Free radicals. Ethanol. Cytotoxic
effect. Leucocytes.
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INTRODUCCION

El etanol (Et) es una sustancia muy soluble en agua y sol-
ventes organi cos que cruza rgpidamente las membranas celula-
res. Al ser ingerido, ya produce lesion en gléndulas sdlivares
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disminuyendo la cantidad de salivay aumentando su viscosi-
dad. Su paso por € estfago puede producir ateraciones de su
motilidad, esofagitis (1) y carcinoma (2). En € estdmago e
intestino se absorbe por difusion pasiva e inicia su metabolismo
merced a la existencia de una al cohol-deshidrogenasa gastrica,
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